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Arruda-Vasconcelos R. Estudo do pH e atividade antimicrobiana sobre Enterococcus 

faecalis de medicação intracanal à base de hidróxido de cálcio associada ao óleo de 

melaleuca, clorexidina ou farnesol [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade 

de Odontologia da UNESP; 2016. 

 
RESUMO 

Medicações intracanal (MIC) são utilizadas para complementar a desinfecção do 
sistema de canais radiculares. A associação de antimicrobianos ao hidróxido de cálcio 
visa aumentar sua ação. As MIC (Capítulo 1) hidróxido de cálcio (HC)/óleo de 
melaleuca (OM) 4,5%/polietilenoglicol 400 (PL), HC/OM 9%/PL, HC/CLX 0,4%/PL e 
HC/PL (Capítulo 2) HC/farnesol (FAR) 4,5%/PL, HC/FAR 9%/PL e HC/PL foram 
analisadas. O teste de contato direto sobre células planctônicas (Capítulos 1 e 2) foi 
realizado utilizando suspensões das MIC. O teste de contato direto das MIC sobre 
briofilme (Capítulo 2) foi realizado em blocos de dentina bovina (5mm x 5mm x 0,7mm) 
com biofilme de Enterococcus faecalis induzidos por 15 dias e contato com as 
suspensões das MIC por 6 horas. A efetividade antibacteriana (Capítulos 1 e 2) foi 
avaliada em canais radiculares de dentes de humanos extraídos. Canais radiculares 
de dentes unirradiculares padronizados em 15mm foram preparados até MTwo 
#40/.04 e contaminados com E. faecalis por 21 dias. As MIC foram mantidas no canal 
durante 7 dias. A primeira coleta (C1) foi realizada após período de contaminação, a 
segunda coleta (C2), imediatamente após a remoção das MIC e terceira coleta (C3), 
realizada 7 dias após a remoção das MIC. Foi realizada contagem de UFCmL-1.  O pH 
foi avaliado após preenchimento de tubos de polietileno (Capítulos 1 e 2) com as 
pastas por 12 horas, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A difusão de íons hidroxila por meio de 
dentina bovina (Capítulos 1 e 2) foi avaliada após preenchimento de canais 
radiculares de dentes bovinos nos períodos 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias. Os dados 
obtidos foram submetidos à análise de variância ANOVA e teste de Tukey, com nível 
de significância de 5%. Resultados: (Capítulo 1) Todas as MIC foram efetivas contra 
E. faecalis na forma planctônica. As MIC contendo OM e CLX foram mais efetivas 
quando comparadas ao HC/PL em canais radiculares. A associação do OM e CLX 
0,4% ao HC não prejudicou a capacidade de ionização da MIC. (Capítulo 2) A adição 
do FAR não alterou a capacidade de alcalinização do HC. Todas as MIC foram efetivas 
contra células planctônicas. As suspensões das MIC contendo FAR foram mais 
efetivas sobre biofilme de E. facalis quando comparadas ao HC/PL. As MIC contendo 
farnesol promoveram maior efetividade contra E. faecalis no interior de canais 
radiculares. Conclusões: (Capítulo 1) A adição do OM 4,5 e 9%, bem como de CLX 
0,4% aumentam a atividade antimicrobiana do HC sem alterar a liberação de íons 
hidroxila. (Capítulo 2) A adição de Farnesol 4,5 e 9% potencializou a atividade 
antimicrobiana do hidróxido de cálcio sem interferir na liberação de íons hidroxila. 
 
Palavras-chave:  Clorexidina. Endodontia. Enterococcus faecalis. Hidróxido de cálcio. 
Óleo de melaleuca 
 

 

 



 

 

 

 

Arruda-Vasconcelos R. pH analysis and antimicrobial activity against Enterococcus 

faecalis of intracanal medication based on calcium hydroxide associated with tea tree 

oil, chlorhexidine or farnesol [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2016. 

 

ABSTRACT 

Intracanal medications (ICM) are used to complement desinfection of the root canal 
system. The association of antimicrobials to calcium hydroxide aims to improve its 
action. The ICM (Chapter 1) calcium hydroxide (CH)/tea tree oil (TTO) 
4.5%/polyethylene glycol 400 (PL), CH/TTO 9%/PL, CH/chlorhexidine (CHX) 0.4%/PL 
e CH/PL (Chapter 2) CH/farnesol (FAR) 4.5%/PL, CH/FAR 9%/PL and HC/PL were 
analysed. Direct contact test against E. faecalis planktonic cells (Chapters 1 and 2) 
was performed by using suspension of ICM. Direct contact test on biofilm (Chapter 2) 
was performed on bovine dentin blocks (5mm x 5mm x 0.7mm) with E. faecalis biofilms 
induced by 15 days and contact with the suspensions of ICM for 6 hours. Antibacterial 
effectiveness was evaluated in root canals of extracted human teeth (Chapters 1 e 2). 
Standardized single-rooted teeth with 15mm were prepared up to #40/.04 MTwo and 
contaminated with E. faecalis for 21 days. As ICM were kept within the root canals for 
7 days. The first sample (S1) was performed after contamination, S2 immediately after 
the ICM removal and S3 7 days after the ICM removal.It was performed UFCmL-1 

count. pH was evaluated after filling the polyethylene tubes (Chapter 1 and 2) with the 
ICM for 12 hours, 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days. The diffusion of hydroxyl ions through 
the bovine dentin (Chapters 1 and 2) was evaluated after filling root canals of bovine 
teeth after 1, 3, 7, 14, 21, 28 and 60 days. Data was statistically analyzed using ANOVA 
and Tukey’s test (p<0,05). Results: (Chapter 1) all ICM were effective against 
planktonic cells.  ICM containing TTO and CHX were more effective compared to 
CH/PL. The association of TTO and CHX 0.4% to HC not affect the ionization capacity 
of ICM. (Chapter 2) The addition of FAR did not change the alkalizing ability of the CH. 
All ICM were effective against planktonic cells. The ICM containing FAR were more 
effective against E. faecalis than CH within root canals. Conclusions: (Chapter 1) The 
addition of TTO 4.5 and 9%, as well as CHX 0.4% increased the HC antimicrobial 
activity without modifying the release of hydroxyl ions. (Chapter 2) The addition of 
Farnesol 4.5 and 9% enhances the antimicrobial activity of calcium hydroxide without 
interfering with the release of hydroxyl ions. 
 
Keywords:  Calcium hydroxide. Chlorhexidine. Endodontics. Enterococcus faecalis. 
Tea tree oil 
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1 INTRODUÇÃO 

Canais radiculares infectados abrigam microbiota polimicrobiana de bactérias 

aeróbias, anaeróbias, Gram-positivas e Gram-negativas que apresentam organização 

na forma de biofilme (Ramachandran Nair39, 1987; Nair et al.33, 1990; Sundqvist, 

Figdor49 2003; Nair35, 2006; Baumgartner et al.4, 2008; Ricucci, Siqueira41 2010). Estes 

biofilmes são comunidades microbianas envoltas por uma matriz extracelular de 

polissacarídeo e proteínas na qual as células aderem-se umas às outras e/ou à 

superfícies ou interfaces (Costerton et al.9, 1995; Donlan, Costerton12 2002; Lee, 

Baek26 2012). Quando organizados em biofilmes, estes micro-organismos apresentam 

grande resistência a antissépticos e antibióticos (Socransky, Haffajee47 2002). 

Atualmente, o conceito em microbiologia enfatiza a doença endodôntica como uma 

infecção promovida por biofilme (Ricucci, Siqueira41 2010). Deste modo, a eliminação 

eficaz do biofilme e a destruição das bactérias do sistema de canais radiculares são 

desafios importantes na desinfecção endodôntica (Wu et al.57, 2014). Mesmo após 

preparo biomecânico e obturação é possível haver persistência de biofilme bacteriano 

no interior dos canais radiculares (Nair et al.34, 2005; Siqueira et al.46, 2010; Vera et 

al.54, 2012) e esta persistência de micro-organismos após o tratamento é a principal 

causa de insucesso na terapia endodôntica (Siqueira45, 2001).  

Frequentemente isolada de canais radiculares em casos de insucesso no 

tratamento endodôntico, Enterococcus faecalis é uma bactéria anaeróbia facultativa 

Gram-positiva (Peciuliene et al.38, 2000; Haapasalo et al.18, 2003; Rôças et al.42, 2004) 

presente em 24% a 74% dos casos de infecções endodônticas persistentes (Stuart et 

al.48, 2006) e é capaz de organizar-se em forma de biofilme tornando-se mais 

resistente à fagocitose, anticorpos e antibióticos quando comparados a organismos 

não formadores de biofilme (Distel et al.11, 2002). Este micro-organismo apresenta 

ainda diversos fatores de virulência tais como ácido lipoteicóico (LTA), peptidoglicano, 

citolisina e substâncias de agregação, capazes de induzir inflamação periapical (Lee, 

Baek26 2012). Estas bactérias são capazes de invadir e permanecer viáveis no interior 

de túbulos dentinários por um período de tempo prolongado (Love28, 2001), aderir e 

formar biofilme em dentina sob diferentes condições ambientais (George et al.13, 

2005), resistir a desinfetantes intracanal, e sobreviver em condições adversas em 

canais radiculares obturados (Rôças et al.42, 2004). 
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Medicamentos intracanal antimicrobianos são utilizados para complementar a 

desinfecção do sistema de canais radiculares (Byström et al.6, 1985; Tanomaru-Filho 

et al.51 , 2002; Lana et al.25, 2009). O hidróxido de cálcio é amplamente utilizado devido 

às suas propriedades biológicas e atividade antimicrobiana (Mohammadi, Dummer32 

2011), inibir a reabsorção dentária e induzir a formação de tecido duro (Mizuno, 

Banzai30 2008), estimular a proliferação de osteoblastos (Yang et al.58, 2006) e 

capacidade de inativar endotoxinas bacterianas (Tanomaru et al.50, 2003). O efeito 

antimicrobiano do hidróxido de cálcio é atribuído principalmente à liberação de seus 

íons hidroxila, que se difundem através de túbulos dentinários e superfície externa da 

raiz (Andreasen et al.3, 2006). Estes íons são radicais livres com alto poder de 

reatividade (Tanomaru-Filho et al.52, 2011) com capacidade de destruir componentes 

estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a atividade biológica celular, 

o que pode ser letal para micro-organismos (Zmener et al.59, 2007). 

Os óleos essenciais de plantas têm sido utilizados desde o início da civilização 

humana para fins terapêuticos e medicinais (Oyen, Dung37 1999). Estes óleos são 

materiais voláteis que protegem as plantas de doenças e do ataque de insetos 

(Valero53, 2008) e, devido à natureza volátil dos seus componentes, são altamente 

aromáticos (Valero53, 2008). Os óleos derivados de plantas, especialmente Myrtaceae 

alternifólia, tornou-se conhecido mundialmente no século XVIII, e apresenta 

propriedades anticâncer (Greay et al.17, 2010), anti-inflamatória (Hart et al.19, 2000) e 

antimicrobiana (Minami et al.29, 2003; Wilkinson et al.56, 2005; Catalán et al.8, 2008; 

Kwiecinski et al.24, 2009). 

As propriedades antimicrobianas de determinados óleos essenciais e/ou seus 

componentes em relação a patógenos humanos e animais foram estudados por 

diversos autores (Burt5, 2004; Carson et al. 7, 2006). O óleo de melaleuca (OM) 

promove a lise e perda de integridade e função da membrana celular que se manifesta 

por extravasamento de íons e inibição da respiração (Carson et al.7, 2006). Este 

composto mostrou-se eficaz frente a 15 cepas de MRSA e 5 cepas de enterococos 

resistentes à vancomicina (Nelson et al.36, 1997). 

A clorexidina (CLX) tem sido utilizada como irrigante e MIC em endodontia. CLX 

apresenta efetividade perante bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras 

e fungos (Gomes et al.16, 2013). A CLX foi estudada como MIC isoladamente (Vianna 

et al.55, 2007; Gomes et al.14, 2009) ou em associação a outras substâncias (Vianna 
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et al.55, 2007; Gomes et al.14, 2009; Lima et al.27, 2012), mostrando o efeito sinérgico 

da clorexidina quando associado ao hidróxido de cálcio (De Souza-Filho et al.10, 2008; 

Gomes et al.14, 2009; Lima et al.27, 2012). 

O farnesol, Trans-trans farnesol (tt-farnesol), é um álcool sesquiterpeno 

comumente encontrado na própolis e óleos essenciais de frutas cítricas como casca 

de laranja e óleo de capim-limão e apresenta efeitos antibiofilme por prevenção na 

formação de biofilme ou atuação em biofilmes estabelecidos (Alves et al.1, 2013). 

Farnesol inibe ou reduz a formação de biofilme de diversas espécies microbianas, 

incluindo Candida albicans, Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus (Ramage 

et al.40, 2002; Koo et al.22, 2005; Jabra-Rizk et al.20, 2006). Esta substância inibe a 

produção de ácido e a síntese de glucano por S. mutans no biofilme (Koo et al.22, 

2005). Os biofilmes formados na presença de farnesol contém menos biomassa e 

apresenta mudanças na composição da matriz (Gomes et al.15, 2011). 

Na tentativa de encontrar um possível substituto para o hipoclorito de sódio 

devido a desvantagens como irritação aos tecidos periapicais (Serper et al.44, 2004) e 

corrosão de instrumentos (Mohammadi31, 2008), Alves et al.1 (2013) avaliaram os 

efeitos antibiofilme e antibacteriano do farnesol contra Enterococcus faecalis como 

solução irrigadora atuando isoladamente em concentração de 0,2% ou em associação 

com xilitol a 20%. Os autores demonstraram que o farnesol afetou tanto a biomassa 

do biofilme quanto a viabilidade das células no biofilme. A habilidade do tt-farnesol a 

0,2%, xilitol a 5%; xilitol a 20%; tt-farnesol a 0,2% e xilitol a 5%; tt-farnesol a 0,2%, 

xilitol a 5% e lactoferrina 0,1%; xilitol a 5% e lactoferrina a 0,1%; e 20 mM de ácido 

salicílico (Katsuyama et al.21, 2005; Rosenberg et al.43, 2008; Koo et al.23, 2009; 

Ammons et al.2, 2009) foi avaliada sobre biofilmes de E. faecalis ATCC 29212, E. 

faecalis MB35 e Staphylococcus. epidermidis ATCC 35984. Os autores observaram 

que a combinação de farnesol, xilitol e lactoferrina reduziu significativamente a 

biomassa de biofilme produzido pelas duas cepas de E. faecalis e uma cepa de S. 

epidermidis. Desta maneira, o farnesol isoladamente ou em associação ao xilitol 

apresenta potencial para ser utilizado no combate de biofilmes no tratamento 

endodôntico (Alves et al.1, 2013). 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

Proposição geral: Avaliar o pH e atividade antimicrobiana sobre Enterococcus 

faecalis de medicação intracanal à base de hidróxido de cálcio associada ao óleo de 

melaleuca, clorexidina ou farnesol. 

 

Proposições específicas: 

 

Publicação 1 - Avaliar o pH e a atividade antimicrobiana sobre E. faecalis de 

medicações intracanal à base de hidróxido de cálcio em associação ao óleo de 

melaleuca ou clorexidina por meio de: 

1. Avaliação da propriedade antibacteriana por meio de teste de contato direto 

sobre células planctônicas de E. faecalis 

2. Avaliação da propriedade antibacteriana / antibiofilme de E. faecalis em 

dentes de humanos ex vivo 

3. Determinação do pH das soluções por meio de tubos de polietileno 

4. Avaliação da difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

 

Publicação 2 - Avaliar o pH e a atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis de 

medicações intracanal à base de hidróxido de cálcio em associação ao farnesol por meio de: 

1. Avaliação da propriedade antibacteriana por meio de teste de contato 

direto sobre células planctônicas de E. faecalis 

2. Avaliação da propriedade antibacteriana por meio de contato direto dos 

materiais sobre biofilme de E. faecalis 

3. Avaliação da propriedade antibacteriana / antibiofilme de E. faecalis em 

dentes de humanos ex vivo 

4. Determinação do pH das soluções por meio de tubos de polietileno 

5. Avaliação da difusão de íons hidroxila em dentina bovina 
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3 PUBLICAÇÃO 1 

Efetividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e pH da associação do 

hidróxido de cálcio ao óleo de melaleuca ou clorexidina* 

 

Resumo 

Objetivo Avaliar a atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e pH de 

medicações intracanal (MIC) à base de hidróxido de cálcio (HC) associado ao óleo de 

melaleuca (OM) 4,5 e 9% ou clorexidina (CLX) 0,4%. 

Materiais e métodos As MIC HC/OM 4,5%/polietilenoglicol (PL), HC/OM 9%/PL, 

HC/CLX 0,4%/PL e HC/PL foram analisadas. O teste de contato direto sobre células 

planctônicas foi realizado utilizando E. faecalis e suspensão das MIC. A efetividade 

antibacteriana foi avaliada em canais radiculares de dentes de humanos extraídos. 

Dentes unirradiculares padronizados em 15mm foram preparados com sistema MTwo 

até #40/.04 e contaminados com E. faecalis por 21 dias. As MIC foram mantidas no 

canal durante 7 dias. A primeira coleta (C1) foi realizada após período de 

contaminação. C2 imediatamente após a remoção das MIC e C3, 7 dias após remoção 

das MIC. Em todas as fases, foi realizada contagem de UFCmL-1. O pH foi avaliado 

após preenchimento de tubos de polietileno com as MIC por 12 horas, 1, 3, 7, 14, 21 

e 28 dias. A difusão de íons hidroxila por meio de dentina bovina foi avaliada após 

preenchimento de canais radiculares de incisivos bovinos após 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 

dias. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância ANOVA e teste de 

Tukey, com nível de significância de 5%. 

Resultados Todas as MIC foram efetivas contra E. faecalis na forma planctônica. As 

MIC contendo OM e CLX foram mais efetivas quando comparadas ao HC/PL em 

canais radiculares. A associação do OM e CLX 0,4% ao HC não prejudicou a 

capacidade de ionização da MIC. 

Conclusões A adição do OM 4,5 e 9%, bem como de CLX 0,4% aumentam a atividade 

antimicrobiana do HC sem alterar a liberação de íons hidroxila. 

Relevância clínica MIC à base de HC associado ao OM 4,5 e 9% ou CLX 0,4% 

apresentam maior efetividade antimicrobiana sobre E. faecalis em comparação ao HC. 

 

Palavras-chave: Clorexidina - Enterococcus faecalis - Hidróxido de cálcio - Óleo de 

melaleuca 

*Artigo nas normas do periódico Clinical Oral Investigations. 
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Introdução 

Canais radiculares infectados abrigam microbiota capaz de promover formação 

de biofilme [1-3]. Enterococcus faecalis é uma bactéria anaeróbia facultativa Gram-

positiva frequentemente isolada de canais radiculares em casos de insucesso no 

tratamento endodôntico [4, 5]. Está presente em 24% a 74% dos casos de infecções 

endodônticas persistentes [6]. E. faecalis é capaz de invadir e permanecer viável no 

interior de túbulos dentinários por um período de tempo prolongado [7], aderir e formar 

biofilme em dentina sob diferentes condições ambientais [8], resistir a procedimentos 

endodônticos, e sobreviver em condições adversas em canais radiculares obturados 

[5]. 

Medicações intracanal (MIC) são utilizadas para complementar a desinfecção do 

sistema de canais radiculares [9, 10]. O hidróxido de cálcio (HC) tem sido amplamente 

utilizado por apresentar propriedades biológicas [11-13] e atividade antimicrobiana 

[14]. O efeito antimicrobiano do hidróxido de cálcio é atribuído principalmente à 

liberação de seus íons hidroxila, que se difundem através de túbulos dentinários até 

superfície externa da raiz [15]. Estes íons apresentam capacidade de destruir 

componentes estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a atividade 

biológica celular [16]. 

O óleo de melaleuca (OM) é um óleo essencial (OE) de plantas, que as 

protegem de doenças e do ataque de insetos [17]. OE, especialmente Myrtaceae 

alternifólia, tornaram-se conhecidos por apresentar propriedades anticâncer [18], anti-

inflamatória [19] e antimicrobiana [20, 21]. OM promove a lise e perda de integridade 

e função da membrana celular que se manifesta por extravasamento de íons e inibição 

da respiração [22].  

A clorexidina (CLX) tem sido utilizada como irrigante e MIC em endodontia. CLX 

apresenta efetividade perante bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras 

e fungos [23]. A CLX foi estudada como MIC isoladamente [24, 25] ou em associação 

a outras substâncias [24-26]. A associação entre HC e CLX potencializa o efeito 

antimicrobiano do HC [25, 26]. 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana sobre E. 

faecalis e pH de medicações intracanal à base de hidróxido de cálcio associada ao 

óleo de melaleuca (4,5 e 9%) ou clorexidina 0,4%. 
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Materiais e métodos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Seres Humanos (CEP), 

protocolo número 1.280.669 (Anexo 1) , e pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), protocolo número 43/2014, da Faculdade de Odontologia de Araraquara da 

Universidade Estadual Paulista.  

As MIC analiadas foram:  

- Hidróxido de cálcio + Óleo de melaleuca 4,5% + polietilenoglicol 400 - HC/OM 

4,5/PL 

- Hidróxido de cálcio + Óleo de melaleuca 9% + polietilenoglicol 400 - HC/OM 

9/PL.  

- Hidróxido de cálcio + Clorexidina 0,4% + polietilenoglicol - HC/CLX0,4/PL 

- Hidróxido de cálcio + polietilenoglicol 400 - HC/PL.   

Todos os componentes usados para as pastas foram de origem da Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA. 

 

Testes microbiológicos 

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo laminar 

(VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil) sob condições assépticas. Culturas puras de 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram obtidas por meio de semeadura por 

esgotamento em placas de Petri contendo TSA (Tryptic Soy Agar, Difco, Detroit, MI, 

EUA) 12 horas antes de cada teste. A pureza das culturas foi confirmada por meio de 

morfologia macroscópica e microscópica (Coloração de Gram). A concentração do 

inoculo bacteriano foi ajustada por meio de espectrofotômetro (Modelo 600 Plus, 

Femto, São Paulo, SP, Brasil), comprimento de onda igual a 600 nm, na concentração 

equivalente a 108 UFCmL-1. 

 

Contato direto sobre células planctônicas 

Foi utilizada uma suspensão das MIC em água destilada com concentração 

igual a 25 mg/mL agitada em vortex por 1 minuto e que permaneceu em repouso 

overnight à temperatura ambiente. O inóculo de E. faecalis (50µL) foi adicionado a 

1,45 mL da suspensão e agitados em vortex (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, 

Brasil) por 5 segundos. Os tempos de contato foram de 1 e 3 minutos. Foram utilizados 

8 tubos para cada grupo experimental. 
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Foram realizadas diluições decimais seriadas até 10-4. Alíquotas de 100 µL da 

mistura foram transferidas para um segundo tubo contendo 0,9 mL de ácido cítrico a 

0,5%, agente neutralizante para as MIC à base de HC. Para o grupo contendo CLX, 

além do ácido cítrico 0,5%, a lecitina de soja preparada com Tween 80. Estes 

neutralizantes foram colocados nos dois primeiros tubos (10-1 e 10-2) da diluição com 

a finalidade de evitar o efeito carry-over das MIC.  

Cada uma das diluições (20 µL) foram plaqueadas, em triplicata, em placas de 

Petri contendo TSA e incubadas a 37 °C por 48 horas em microaerofilia. A leitura dos 

resultados de cada placa corresponde às médias do número de UFC das três áreas 

de crescimento bacteriano, na diluição com número entre 5 e 50 UFCmL-1. Os valores 

obtidos expressam, em log10, as médias de colônias viáveis após o contato com as 

suspensões testes em cada período. 

 

Contaminação de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo  

Foram utilizados 72 incisivos inferiores unirradiculares com dimensões e 

anatomia radicular semelhantes. Os dentes foram radiografados para comprovação 

da presença de um único canal e ausência de curvatura. As coroas dentais foram 

seccionadas em cortadeira de precisão de baixa velocidade, Isomet 1000 (Buehler, 

Lake Bluff, IL. EUA), padronizando o compimento radicular em 15 mm. 

A abertura foraminal foi padronizada com lima tipo K #25. Os canais radiculares 

foram instrumentados com o sistema rotatório MTwo (VDW, Munich, Alemanha) até o 

instrumento #40/.04, 1 mm aquém do comprimento real do dente. A irrigação foi 

realizada com 2 mL de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1% a cada troca de instrumento. 

Os canais radiculares foram inundados com EDTA 17% por 3 minutos. A irrigação final 

foi realizada com 5 mL de solução salina. Sucessivas lavagens com água destilada 

foram realizadas para remoção de NaOCl durante 4 dias. 

A região apical foi selada com resina composta fotopolimerizável (3M ESPE, St. 

Paul, EUA) e a superfície radicular externa impermeabilizada com duas camadas de 

adesivo epóxi Araldite (Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto na região cervical. Os 

espécimes foram aleatoriamente distribuídos em placas de cultura de 24 poços, 

fixados com resina acrílica ativada quimicamente [27] e esterilizadas em óxido de 

etileno (Acecil, Campinas, Brasil).  
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Os canais radiculares foram contaminados com 20 μL de inóculo bacteriano de 

Enterococcus faecalis e incubados a 37oC±1oC, por 21 dias, em umidade relativa. A 

cada 2 dias, novo meio de cultura esterilizado, BHI, foi adicionado aos canais 

radiculares. Além dos grupos experimentais, o controle negativo não recebeu a 

suspensão bacteriana, recebendo somente o meio de cultura esterilizado, atestando, 

desta maneira, a eficácia da esterilização. O controle positivo não recebeu nenhuma 

medicação intracanal, demonstrando a viabilidade bacteriana durante o experimento. 

 

Coleta microbiológica 

As coletas microbiológicas foram realizadas com os canais radiculares 

inundados com solução salina estéril e introduzidos dois cones de papel absorvente 

estéreis (40/.02), um após outro, por 1 minuto cada e inseridos em tubo de polietileno 

contendo 1 mL de solução salina esterilizada. 

Após o período de contaminação (21 dias) foi realizada a coleta inicial (C1) para 

confirmação da contaminação por E. faecalis. Os canais radiculares foram 

reinstrumentados com lima tipo K #40 e irrigados com solução salina estéril. Os canais 

radiculares foram inundados com solução de EDTA 17% por 3 minutos e irrigados 

com 5 mL de solução salina estéril. As MIC foram inseridas com auxílio de agulha e 

seringa. Uma mecha de algodão esterilizada foi adaptada nas entradas dos canais 

radiculares e os espécimes foram armazenados em estufa a 37±1°C, em 

microaerofilia, por 7dias.  

A remoção das MIC foi realizada com limas tipo K #40 e os canais irrigados com 

10 mL de solução salina fisiológica estéril. Foi utilizado 1 mL de neutralizante, como 

descrito anteriormente. A irrigação final foi realizada com 1 mL de solução salina estéril 

e foi realizada a coleta C2 (pós medicação). 

Após C2, os canais radiculares foram preenchidos com solução salina estéril. Os 

espécimes foram incubados em estufa a 37±1ºC, em microaerofilia e umidade relativa 

por 7 dias. Após este período realizou-se a coleta C3 (7 dias após a remoção das 

medicações intracanal) para verificação de possível recolonização do canal principal.  

 

Análise microbiológica 

Os tubos de polietileno contendo os dois cones de papel absorvente foram 

agitados em vortex por 1 minuto. Diluições decimais seriadas foram realizadas e 
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alíquotas de 20 µL de cada uma das diluições foram plaqueadas em placas de Petri, 

contendo Triptic Soy Ágar (TSA-Difco). As placas foram incubadas em microaerofilia 

a 37±1ºC por 48 horas. O crescimento microbiano foi determinado por contagem de 

UFCmL-1.  

 

Testes de pH 

 

Determinação do pH das soluções em tubos de polietileno 

Tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de diâmetro interno 

foram preenchidos com as medicações com auxílio de seringa plástica de 3 mL e 

agulha 1,2 x 40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil).  Os tubos 

foram submersos em frascos plásticos com tampas contendo 10 mL de água destilada 

com pH previamente aferido. Os frascos foram mantidos em estufa à 37 °C. Após 12 

horas de imersão, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos com 

o auxílio de uma pinça clínica. A solução resultante de cada um dos frascos utilizados 

foi utilizada para realizar a aferição do pH. Este procedimento foi repetido pelos 

períodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. 

O pH das soluções foi determinado com o auxílio de um pHmetro digital Digimed DM-

21 (Digicrom Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) à temperatura ambiente, 25°C. 

Previamente à aferição do pH, o dispositivo foi calibrado com soluções-tampão de pH 

4, 7 e 10 e estas foram utilizadas para averiguar a calibragem do pHmetro durante 

todo o período experimental. 

 

Difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

Foram utilizados 72 dentes de bovinos. As coroas dentárias foram seccionadas 

em máquina de corte Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA) e comprimento das 

raízes padronizado em 15 mm. Os espécimes foram submersos em solução de 

hipoclorito de sódio a 2,5% por 48 horas e enxaguados em água destilada por 4 dias. 

Os canais radiculares foram instrumentados 1 mm aquém do comprimento do dente 

até a lima K #110 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça). A irrigação foi realizada com 

solução de hipoclorito de sódio a 2,5% (Instituto de Química, Araraquara, UNESP – 

Brasil) durante todo o preparo biomecânico. Foram utilizados 5 mL no início e ao final 

da instrumentação e 2 mL a cada troca de limas. Gates-Glidden número 5 (Dentsply-
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Maillefer, Ballaigues, Suíça) foi utilizada até o comprimento de 11 mm. Solução de 

EDTA 17% (Odahcam Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil) foi utilizada por 3 minutos. A 

irrigação final foi realizada com 5 mL de solução salina. 

Cavidade com 4 mm x 2 mm x 0,5 mm (comprimento x largura x profundidade) 

foi confeccionada na superfície radicular proximal, entre 5 mm e 9 mm do ápice 

radicular com broca diamantada 1052 (KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil), 

penetrando toda a parte ativa da broca, para padronização da espessura dentinária 

remanescente. Os espécimes foram mensurados e radiografados para garantir 

espessura uniforme de dentina entre a parede de fundo da cavidade e a parede interna 

do canal radicular.  

A superfície radicular externa foi impermeabilizada com adesivo epóxi (Brascola, 

Joinville, SC, Brasil) complementado por uma camada de esmalte para unhas, exceto 

na área de desgaste do cemento. Os espécimes alocados no grupo controle 1 (C1) 

não receberam MIC, entretanto, houve confecção de cavidade e impermeabilização 

da mesma forma. No grupo controle 2 (C2), os espécimes foram completamente 

impermeabilizados, sem confecção de cavidade na superfície externa e sem 

colocação de MIC.  

Após a colocação das MIC, a abertura do canal radicular foi selada com resina 

composta fotopolimerizável e impermeabilizada. Após a secagem, as amostras foram 

imersas em frascos com tampas contendo 10 mL de água destilada com pH 

previamente aferido. Estes frascos foram armazenados em estufa a 37°C e o pH da 

solução avaliado nos períodos de 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias por meio de pHmetro 

digital Digimed DM-22 (Digicrom Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) calibrado com pH 

4, 7 e 10 à temperatura ambiente, 25°C.  

 

Análise estatística 

Os dados obtidos das coletas microbiológicas e avaliação de pH foram 

submetidos ao teste estatístico ANOVA e teste de Tukey, com nível de significância 

de 5%. 

 

Resultados 

 

Contato direto sobre células planctônicas 
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Todas as medicações intracanal utilizadas foram eficazes em eliminar células 

planctônicas de Enterococcus faecalis nos períodos de 1 e 3 minutos (Tabela 1). 

 

Tabela 1 Média (desvio padrão) do número de UFCmL-1 (log 10) nos períodos de contato de 
1 e 3 minutos entre as MIC e células planctônicas de Enterococcus faecalis. 

Período 

Medicações intracanal  

HC/OM4,5/PL HC/OM9/PL HC/PL HC/CLX0,4/PL Controle 

1 min 0a 0a 0a 0a 7,846 (±0,361)b 

3 min 0a 0a 0a 0a 7,830 (±0,356)b 

HC: hidróxido de cálcio; OM: óleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400; 
Controle: número de UFCmL-1 (log10) de células plantônicas de Enterococcus faecalis. 
*Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos em cada coleta (p < 
0,05). 
 

Contaminação de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo  

Todos os espécimes foram contaminados com Enterococcus faecalis após 21 

dias (C1) de forma similar (p>0,05). Na segunda coleta (C2), houve eliminação de E. 

faecalis, para todos as pastas (p>0,05). Na terceira coleta (C3), os níveis de 

contaminação por E. faecalis foi mantido em zero nos grupos em que foram utilizadas 

as medicações HC/OM 9/PL e HC/CHX 0,4/PL. O resultado menos satisfatório foi 

observado no grupo HC/PL, não apresentando diferença em relação ao grupo controle 

positivo (p>0,05) (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão do número de UFCmL-1 (log 10) nas diferentes coletas. 

Coleta 

Medicações Intracanal  

HC/OM 4,5/PL HC/OM 9/PL HC/CHX0,4/PL HC/PL Controle 

C1 6,53 (±0,376)a 6,618 (±0,626)a 6,734 (±0,425)a 6,676 (±0,401)a 6,678 (±0,547)a 

C2 0a 0a 0a 0a 5,939 (±0,442)b 

C3 0,453 (±1,360)b 0a 0a 3,184 (±2,268)b,c 5,725(±0,400)c 

HC: hidróxido de cálcio; OM: óleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400; 
Controle: dentes contaminados com Enterococcus faecalis que não receberam medicação 
intracanal. *Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos em cada 
coleta (p < 0,05). 
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Determinação do pH das soluções em tubos de polietileno 

Durante todos os períodos o grupo controle (agua destilada) apresentou 

menores valores de pH. No período de 12 horas, maior alcalinização foi atingida pelo 

HC/CLX 0,4/PL (9,531), não apresentando diferença significativa em relação ao 

HC/PL (p>0,05). Foi observada diferença quando comparado ao HC/OM 4,5/PL e 

HC/OM 9/PL. Nos períodos entre 24 horas e 14 dias, todas as MIC foram capazes de 

alcalinizar o meio, não havendo diferença estatístiva entre os grupos (p>0,05). No 

21°dia, os maiores valores foram observados nos grupos HC/OM 4,5/PL e HC/PL 

(8.294 e 8.247, respectivamente), sem diferença entre eles (p>0,05). No dia 28, as 

MIC apresentaram capacidade de alcalinização similares, sem diferença entre os 

grupos (p>0,05) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Médias de pH (desvio padrão) das soluções das MIC nos diferentes períodos 
observacionais. 

Período 

Medicações Intracanal  

HC/OM 4,5/PL HC/OM 9/PL HC/CHX0,4/PL HC/PL Controle 

12 h 8.480 (±0.413)a 8.568 (±0.533)a 9.531 (±0.266)b 9.237 (±0.255)b 6.71 (±0.0575)c 

1 d 7.743 (±0.480)a 7.786 (±0.393)a 7.835 (±0.463)a 7.983 (±0.548)a 6.736 (±0.149)b 

3 d 8.266 (±0.342)a 8.221 (±0.484)a 7.963 (±0.217)a 8.055 (±0.341)a 7.085 (±0.187)b 

7 d 7.978 (±0.372)a 8.116 (±0.198)a 8.205 (±0.266)a 8.170 (±0.127)a 6.794 (±0.182)b 

14 d 8.502 (±0.385)a 8.476 (±0.362)a 8.516 (±0.377)a 8.725 (±0.362)a 7.142 (±0.269)b 

21 d 8.294 (±0.448)a 7.952 (±0.224)a,b 7.801 (±0.234)b,c 8.247 (±0.476)a,c 7.089 (±0.158)d 

28 d 7.711 (±0.339)a 7.836 (±0.158)a 7.787 (±0.165)a 7.974 (±0.223)a 7.25 (±0.243)b 

HC: hidróxido de cálcio; OM: óleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400; 
Controle: água destilada. *Letras diferentes representam diferenças significativas entre os 
grupos em cada período (p < 0,05). 

 

Difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

 O grupo C2 apresentou os menores valores de pH em todos os períodos. O 

grupo C1 apresentou pH superior ao grupo C2, entretanto, inferior aos grupos 

contendo as MIC. As MIC com CHX apresentaram maior pH quando comparadas 
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aquelas com OM nos períodos de 7, 14 e 21 dias. Os maiores valores de pH foram 

observados no período igual a 60 dias (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Médias de pH e desvio padrão das MIC nos diferentes períodos observacionais. 

Período 

Medicações intracanal   

HC/OM4,5/PL HC/OM9/PL HC/CLX0,4/PL HC/PL C1 C2 

1 d 
7,497 

(±0,253)a 

7,498 

(±0,312)a 

7,499 

(±0,280)a 

7,500 

(±0,191)a 

7,501 

(±0,079)a 

7,502 

(±0,253)a 

3 d 
7,367 

(±0,387)a 

7,000 

(±0,190)b,c,d 

7,225 

(±0,320)a,c 

7,339 

(±0,300)a,d 

7,466 

(±0,107)a 

6,798 

(±0,131)b 

7 d 
7,683 

(±0,387)a,b 

7,327 

(±0,283)b 

8,171 

(±0,402)a 

7,685 

(±0,529)a,b 

7,266 

(±0,104)b 

6,492 

(±0,416)c 

14 d 
7,762 

(±0,216)b 

7,723 

(±0,299)b 

8,414 

(±0,461)a,e 

7,993 

(±0,549)b,e 

7,206 

(±0,092)c 

6,362 

(±0,196)d 

21 d 
7,763 

(±0,287)b 

7,968 

(±0,270)b,c 

8,227 

(±0,381)a,c 

8,205 

(±0,453)c 

7,306 

(±0,183)d 

6,867 

(±0,241)e 

28 d 
7,970 

(±0,170)a 

7,653 

(±0,139)b 

7,927 

(±0,331)a,d 

7,694 

(±0,218)b,d 

7,456 

(±0,057)b,e 

7,243 

(±0,060)c,e 

60 d 
8,253 

(±0,152)a 

8,251 

(±0,121)a 

8,281 

(±0,103)a 

8,215 

(±0,104)a 

7,913 

(±0,166)b 

7,481 

(±0,060)c 

HC: hidróxido de cálcio; OM: óleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400; 
C1: Controle 1, espécimes com cavidades e sem medicação intracanal; C2: Controle 2, 
espécimes sem cavidades e sem medicação intracanal. *Letras diferentes representam 
diferenças significativas entre os grupos em cada período (p < 0,05). 

 

Discussão 

HC apresenta atividade antimicrobiana [14], inibição da reabsorção dentária e 

indução de formação de tecido mineralizado [13], estimulação de proliferação de 

osteoblastos [12] e capacidade de inativação de endotoxinas bacterianas [11]. 

Entretanto, não pode ser considerado uma MIC universal em virtude da dificuldade de 

atuação contra algumas espécies microbianas encontradas no sistema de canais 

radiculares [28, 29]. Por este motivo, a associação do HC a outras substâncias na 

tentativa de potencializar a atividade antimicrobiana, especialmente contra 

Enterococcus faecalis, ainda hoje é muito pesquisada e de grande interesse clínico.  

Óleo de Melaleuca é capaz de causar extravasamento de material intracelular, 

inibição da respiração e inabilidade em manter homeostase [22], sendo este último, 
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um dos mecanismos de defesa do Enterococcus faecalis. Desta maneira, acreditamos 

que a associação deste óleo essencial ao HC apresenta grande potencial para 

combater este micro-organismo que se mostra resistente ao HC. Além disso, o OM 

apenas apresenta citotoxicidade em concentrações ≥ 10% e ≥ 50% em células e 

tecidos, respectivamente [30]. OM apenas apresenta toxicidade caso seja ingerido em 

altas doses ou pode apresentar alergias cutâneas quando aplicado em altas 

concentrações, além disso, OM não apresenta genotoxicidade [31]. Da mesma forma, 

Faria et al. [32], avaliaram a citotoxicidade da clorexidina a 0,5 e 1% e concluíram que, 

em menor concentração, é observada menor citotoxicidade. Deste modo, tanto a 

aplicação do OM a 4,5 e 9% quanto a CLX a 0,4% associados ao HC neste estudo 

mostram-se seguras para possíveis aplicabilidades clínicas. Além disso, essas 

substâncias conferiram maior efeito antimicrobiano ao HC contra E. faecalis. 

Todas as medicações foram eficientes na completa eliminação de células de E. 

faecalis em sua forma planctônica. Estes resultados corroboram com achados 

encontrados previamente no qual medicações à base de hidróxido de cálcio foram 

efetivas durante curto período de contato [33]. 

O método de contaminação de canais radiculares ex vivo é capaz de simular 

condições clínicas de dentes com infecção [34]. O período de contaminação foi de 21 

dias, sendo este capaz de promover infecção no interior dos túbulos dentinários [33, 

35]. 

Os resultados do presente estudo mostraram que, na coleta realizada 

imediatamente após a remoção das MIC dos canais radiculares (C2), todos os 

medicamentos foram eficientes na descontaminação da luz do canal radicular como 

observado previamente [26]. A ampla redução de micro-organismos nesta etapa, 

provavelmente se deve, além da ação química da MIC, à ação mecânica (utilização 

de instrumentos) e física (irrigação/aspiração de solução salina).  

Entretanto, após a remoção das MIC e manutenção de solução salina nos 

canais radiculares, é possível verificar se há micro-organismos viáveis no interior dos 

túbulos dentinários [26, 33, 34, 36]. Deste modo, após a coleta C3, observou-se 

aumento no número de UFCmL-1 nos grupos HC/OM 4,5/PL e HC/PL, sendo que, 

diferentemente do HC/PL que apresentou 7 entre 10 culturas positivas, HC/OM 4,5/PL 

apresentou apenas 1 em 10 culturas positivas de E. faecalis. Uma provável explicação 

consiste na resistência do Enterococcus faecalis ao HC, comprovada por diversos 
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autores [37-39]. Além disso, o tempo mínimo de contato recomendado não deve ser 

inferior a 14 dias para medicações à base de hidróxido de cálcio em casos de infecção 

[40].  

Nos grupos HC/OM 9/PL e HC/CLX 0,4/PL, após C3 não houve recolonização 

de bactérias cultiváveis. Em estudo de Lima et al. [26] foi utilizada metodologias de 

contaminação e coleta similares ao nosso trabalho. Os autores avaliaram a atividade 

antimicrobiana da pasta Calen associado à clorexidina 0,4% e foi possível recuperar 

E. faecalis na coleta final. Nossos resultados podem ter divergido dos de Lima et al. 

[26] por se tratar de MIC obtidas a partir de compostos isolados. Em outro estudo, a 

aplicação de medicação composta por CLX/HC promoveu desinfecção dentinária 

numa profundidade de 600 µm após 7 dias [41], concordando com os nossos 

resultados no que se refere à eficiente atividade antimicrobiana dessas medicações 

no interior dos túbulos dentinários.      

O efeito antimicrobiano do HC é atribuído principalmente à liberação de íons 

hidroxila, que se difundem através de túbulos dentinários e superfície externa da raiz 

[15]. Estes íons são radicais livres com alto poder de reatividade [42], capacidade de 

destruir componentes estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a 

atividade biológica celular, causando efeito letal para micro-organismos [16]. Deste 

modo, além das propriedades antimicrobianas das MIC, é de extrema importância o 

estudo do pH destas pastas. Apesar da ampla busca em potencializar a atividade 

antimicrobiana do HC, especialmente contra micro-organismos resistentes, é de 

extrema importância a incorporação de substâncias que não prejudiquem na 

capacidade de liberação de íons hidroxila. 

Nas primeiras 12 horas, foi observada dissociação mais rápida de íons nos 

grupos HC/CLX 0,4/PL e HC/PL. Como a ação antimicrobiana dos íons hidroxila e da 

CLX é exercida pela desintegração de membranas [43] das bactérias, evidenciou-se 

que a presença de CLX em baixa concentração não é capaz de alterar a dissociação 

de íons do hidróxido de cálcio em meio aquoso. Possivelmente por se tratar de um 

óleo, a dissociação iônica do HC quando associado ao OM não foi tão rápida. Porém, 

a partir de 24 horas, houve um equilíbrio em relação à capacidade de alcalinização 

entre todos os grupos (p>0,05). 

A capacidade de liberação de íons pode ser afetada se forem incorporadas 

substâncias ou veículos diferentes ao HC [44]. No presente estudo, HC/CLX 0,4/PL e 
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HC/PL promoveram rápida alcalinização do meio em períodos curtos (12 horas), 

havendo estabilização após 24 horas até o dia 28. Nos grupos associados ao OM, a 

liberação inicial foi mais lenta, conseguindo atingir graus de alcalinização semelhantes 

aos outros grupos após 24 horas. Deste modo, a adição dessas substâncias ao HC 

não foi capaz de prejudicar a dissociação iônica.  

Alguns estudos observaram que a presença de CLX não alterou o pH do HC 

[45-48]. Guerreiro-Tanomaru et al. [49], também observaram que a adição de CLX a 

0,4% não prejudicou a dissociação de íons, entretanto, estes autores observaram 

progressivo aumento de pH ao longo do tempo, enquanto que em nosso estudo, houve 

uma rápida liberação nas primeiras 12 horas e estabilização até o dia 28 apesar de 

utilizarmos o mesmo veículo para as pastas (polietilenoglicol 400), com a diferença de 

que os autores [49] incorporaram CLX a 0,4% a um produto comercial (Calen) 

enquanto que em nosso estudo as MIC foram obtidas a partir de compostos isolados.  

A utilização de dentes bovinos para avaliação de pH foi descrita previamente 

[49]. Nos períodos iniciais da análise, o pH da solução se mostrou inferior quando 

comparado aos demais períodos, possivelmente, devido à dificuldade de difusão dos 

íons por meio dos túbulos dentinários. Para que a MIC atue de maneira efetiva, os 

íons hidroxila resultantes da dissociação da MIC deve atingir o meio externo, 

garantindo a atuação em todo o sistema de canais radiculares [15]. É possível 

observar que o grupo C1 (presença de cavidade na superfície radicular, porém, sem 

MIC) apresentou pH superior quando comparado ao grupo C2 (sem MIC e 

completamente impermeabilizado), confirmando a capacidade tampão da dentina, 

observada previamente [50].  

Todas as medicações intracanal foram capazes de alcalinizar o meio. Na maior 

parte dos períodos observados as medicações se comportaram de maneira similar ao 

grupo HC/PL. 

 

Conclusões 

Diante das metodologias utilizadas, é possível concluir que o óleo de melaleuca 

e clorexidina associados ao hidróxido de cálcio apresentam maior atividade 

antimicrobiana quando comparado ao hidróxido de cálcio sobre Enterococcus faecalis. 

A adição do óleo de melaleuca e clorexidina ao hidróxido de cálcio nas concentrações 
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estudadas não alterou a capacidade de liberação de íons hidroxila. Estas medicações 

intracanal apresentam potencial para utilização clínica. 
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4 PUBLICAÇÃO 2 

Efetividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e análise de pH de 

medicação intracanal à base de hidróxido de cálcio associada ao farnesol * 

 

Resumo 

Objetivo: Avaliar pH e atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis de 

medicações intracanal (MIC) à base de hidróxido de cálcio (HC) associada ao farnesol 

(FAR). 

Metodologia: As MIC HC/FAR4,5%/polietilenoglicol (PL), HC/FAR 9%/PL, e HC/PL 

foram analisadas. O pH foi avaliado após preenchimento de tubos de polietileno com 

as pastas por 12 horas, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A difusão de íons hidroxila por meio 

de dentina bovina foi avaliada após preenchimento de canais radiculares de dentes 

bovinos nos períodos 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias. O teste de contato direto sobre 

células planctônicas e biofilme de E. faecalis induzido por 15 dias em blocos de 

dentina bovina, foi realizado utilizando suspensão das MIC. A efetividade 

antibacteriana também foi avaliada em canais radiculares de dentes de humanos 

extraídos. Canais radiculares de dentes unirradiculares padronizados em 15mm foram 

preparados até MTwo #40/.04 e contaminados com E. faecalis por 21 dias. As MIC 

foram mantidas no canal durante 7 dias. A primeira coleta (C1) foi realizada após 

período de contaminação, a segunda coleta (C2), imediatamente após a remoção das 

MIC e terceira coleta (C3), realizada 7 dias após a remoção das MIC. Foi realizada 

contagem de UFCmL-1. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

ANOVA e teste de Tukey, com nível de significância de 5%. 

Resultados: A adição do FAR não alterou a capacidade de alcalinização do HC. 

Todas as MIC foram efetivas contra células planctônicas. As suspensões das MIC 

contendo FAR foram mais efetivas sobre biofilme de E. facalis quando comparadas 

ao HC/PL. As MIC contendo farnesol promoveram maior efetividade contra E. faecalis 

no interior de canais radiculares.  

Conclusões: A adição de Farnesol 4,5 e 9% potencializou a atividade antimicrobiana 

do hidróxido de cálcio sem interferir na liberação de íons hidroxila. 

 

Palavras-chave: Endodontia. Enterococcus faecalis. Hidróxido de cálcio 

 

*Artigo nas normas do periódico International Endodontic Journal. 
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Introdução 

O controle de micro-organismos presentes no sistema de canais radiculares 

representa um desafio para a desinfecção endodôntica (Wu57 et al. 2014). 

Enterococcus faecalis é capaz de formar biofilme, aumentando a sua resistência 

(Distel et al. 2002). E. faecalis é capaz de permanecer viável no interior de túbulos 

dentinários por períodos prolongados (Love 2001), mesmo em condições adversas e 

canais radiculares obturados (Rôças et al. 2004).  

Na tentativa de complementar a desinfecção do sistema de canais radiculares, 

a medicação intracanal (MIC) tem sido indicada (Tanomaru-Filho et al. 2002, Lana et 

al. 2009). O hidróxido de cálcio (HC) é amplamente utilizado devido às suas 

propriedades biológicas (Tanomaru et al. 2003, Yang et al. 2006, Mizuno & Banzai 

2008) e atividade antimicrobiana (Mohammadi & Dummer 2011). A liberação de íons 

hidroxila com difusão através de túbulos dentinários contribui com a atividade 

antimicrobiana do HC (Andreasen et al. 2006). Estes íons apresentam capacidade de 

destruir componentes estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a 

atividade biológica celular (Zmener et al. 2007). O HC é capaz de causar danos à 

membrana citoplasmática, DNA e desnaturar proteínas bacterianas (Siqueira & Lopes 

1999). Entretanto, apresenta maior dificuldade de atuação contra algumas espécies 

microbianas encontradas no sistema de canais radiculares (Mohammadi & Shalavi 

2012, Saatchi et al. 2014). 

Farnesol (FAR) é um álcool sesquiterpeno comumente encontrado na própolis e 

óleos essenciais de frutas cítricas e apresenta efeitos antibiofilme por prevenção na 

sua formação ou atuação em biofilmes estabelecidos (Alves et al. 2013a). FAR é 

capaz de inibir ou reduzir a formação de biofilme de diversas espécies microbianas, 

incluindo Candida albicans, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis (Ramage et al. 2002, Koo et al. 

2005, Jabra-Rizk et al. 2006, Alves et al. 2013a, Alves et al. 2013b). Esta substância 

inibe a produção de ácido e a síntese de glucano por S. mutans no biofilme (Koo et al. 

2005). Os biofilmes formados na presença de FAR contém menos biomassa e 

apresentam mudanças na composição da matriz (Gomes et al. 2011, Alves et al. 

2013a).  Desta maneira, FAR apresenta potencial para ser utilizado contra biofilmes 

durante o tratamento endodôntico (Alves et al. 2013a). Deste modo, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e 
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pH de MIC à base de HC associada ao FAR 4,5 ou 9%. As hipóteses nulas são (a) 

adição do FAR ao HC não altera as propriedades antimicrobianas do HC e (b) adição 

do FAR não altera a dissociação iônica do HC. 

 

Materiais e métodos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Seres Humanos (CEP), 

protocolo número 1.280.669 (Anexo 1) , e pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), protocolo número 43/2014, da Faculdade de Odontologia de Araraquara da 

Universidade Estadual Paulista.  

MIC analisadas:  

- Hidróxido de cálcio + Farnesol 4,5% + polietilenoglicol 400 - HC/FAR 4,5/PL 

- Hidróxido de cálcio + Farnesol 9% + polietilenoglicol 400 - HC/FAR 9/PL.  

- Hidróxido de cálcio + polietilenoglicol 400 - HC/PL.  

Os produtos citados acima são de origem Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA. 

 

Testes de pH 

 

Determinação do pH das soluções em tubos de polietileno 

Tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de diâmetro interno 

foram preenchidos com as MIC com auxílio de seringa plástica de 3 mL e agulha 1,2 

x 40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil).  Os tubos foram 

submersos em frascos plásticos com tampas contendo 10 mL de água destilada com 

pH previamente aferido. Os frascos foram mantidos em estufa à 37 °C. Após 12 horas 

de imersão, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos com o auxílio 

de uma pinça clínica. A solução resultante de cada um dos frascos utilizados foi 

utilizada para realizar a aferição do pH. Este procedimento foi repetido pelos períodos 

de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. 

O pH das soluções foi determinado com o auxílio de um pHmetro digital Digimed 

DM-21 (Digicrom Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) à temperatura ambiente, 25°C. 

Previamnete à aferição do pH e durante todo o período experimental, o dispositivo foi 

calibrado com soluções tampão de pH 4, 7 e 10. 
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Difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

Foram utilizados 72 dentes de bovinos. As coroas dentárias foram seccionadas 

em Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA) e comprimento das raízes padronizado 

em 15 mm. Os espécimes foram submersos em solução de NaOCl 2,5% por 48 horas 

e enxaguados em água destilada por 4 dias. Os canais radiculares foram 

instrumentados 1 mm aquém do comprimento do dente até a lima K #110 (Dentsply-

Maillefer, Ballaigues, Suíça). A irrigação foi realizada com solução de NaOCl 2,5% 

(Instituto de Química, Araraquara, UNESP – Brasil) durante todo o preparo 

biomecânico. Foram utilizados 5 mL no início e ao final da instrumentação e 2 mL a 

cada troca de limas. Gates-Glidden número 5 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça) 

foi utilizada até o comprimento de 11 mm. Solução de EDTA 17% (Odahcam Dentsply, 

Petrópolis, RJ, Brasil) foi utilizada por 3 minutos. A irrigação final foi realizada com 5 

mL de solução salina. 

Cavidade com 4 mm x 2 mm x 0,5 mm (comprimento x largura x profundidade) 

foi confeccionada na superfície radicular proximal, entre 5 mm e 9 mm do ápice 

radicular com broca diamantada 1052 (KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil), 

penetrando toda a parte ativa da broca, para padronização da espessura dentinária 

remanescente. Os espécimes foram mensurados e radiografados para garantir 

espessura uniforme de dentina entre a parede de fundo da cavidade e a parede interna 

do canal radicular.  

A superfície radicular externa foi impermeabilizada com adesivo epóxi 

(Brascola, Joinville, SC, Brasil) complementado por uma camada de esmalte para 

unhas, exceto na área de desgaste do cemento. Além dos grupos contendo as MIC, 

um grupo apresentou cavidade, porém, não foi preenchido com  MIC -Controle 1 (C1) 

e outro grupo - Controle 2 (C2), os dentes foram completamente impermeabilizados, 

incluindo a área da cavidade radicular.  

Após a colocação das MIC, a abertura do canal radicular foi selada com resina 

composta fotopolimerizável e impermeabilizada. Após a secagem, as amostras foram 

imersas em frascos com tampas contendo 10 mL de água destilada com pH 

previamente aferido. Estes frascos foram armazenados em estufa a 37°C e o pH da 

solução avaliado nos períodos de 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias por meio de pHmetro 

digital Digimed DM-22 (Digicrom Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) calibrado com pH 

4, 7 e 10 à temperatura ambiente, 25°C.  
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Análise microbiológica 

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo laminar 

(VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil). Culturas puras de Enterococcus faecalis 

(ATCC 29212) foram obtidas em placas de Petri contendo TSA (Tryptic Soy Agar, 

Difco, Detroit, MI, EUA) 12 horas antes de cada teste. A pureza foi confirmada por 

meio de morfologia macroscópica e microscópica (Coloração de Gram). A 

concentração do inóculo bacteriano foi ajustada por meio de espectrofotômetro 

(Modelo 600 Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil), comprimento de onda igual a 600 

nm, a 108 unidades formadoras de colônia por mililitro (UFCmL-1). 

 

Contato direto sobre células planctônicas 

Foi utilizada uma suspensão das MIC em água destilada com concentração igual 

a 25 mg/mL agitada em vortex por 1 minuto e que permaneceu em repouso overnight 

à temperatura ambiente. 

O inóculo de E. faecalis (50 µL) foi adicionado a 1,45 mL da suspensão e 

agitados em vortex (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) por 5 segundos. 

Os tempos de contato foram de 1 e 3 minutos. Foram utilizados 8 amostras para cada 

grupo experimental. 

Foram realizadas diluições decimais seriadas até 10-4. Alíquotas de 100 µL da 

mistura foram transferidas para um segundo tubo contendo 0,9 mL de ácido cítrico a 

0,5%, agente neutralizante para as MIC. Este neutralizante foi colocado nos dois 

primeiros tubos (10-1 e 10-2) da diluição com a finalidade de evitar o efeito carry-over 

das MIC.  

Cada uma das diluições (20 µL) foram plaqueadas, em triplicata, em placas de 

Petri contendo TSA e incubadas a 37 °C por 48 horas em microaerofilia. A leitura dos 

resultados de cada placa corresponde às médias do número de UFC das três áreas 

de crescimento bacteriano, na diluição com número entre 5 e 50 UFCmL-1. Os valores 

obtidos expressam, em log10 as médias de colônias viáveis após o contato com as 

suspensões testes em cada período. 
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Contato direto sobre biofilme  

Foram confeccionados blocos de dentina a partir de dentes de bovinos com 

dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (comprimento x largura x espessura) obtidos 

por meio de Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) sob irrigação abundante.  

Os blocos de dentina permaneceram em EDTA 17% por 3 minutos e foram 

enxaguados abundantemente com solução salina. Em seguida, esterilizados em 

autoclave a 121°C por 20 minutos.  

Os blocos de dentina foram distribuídos em placas de cultura celular de 24 

poços. Cada poço recebeu 200 µL de inóculo bacteriano, padronizado em 107UFCmL-

1 e 1,8 mL de meio de cultura estérilizado BHI e foram mantidos em incubadora 

(modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) sob 

agitação constante, em microaerofilia, a 37°C por 15 dias. A cada 48 horas o meio foi 

renovado, sem adição de novos micro-organismos. 

Os blocos de dentina foram lavados duas vezes em salina para remoção das 

células não aderidas. Em placas de 48 poços foram colocadas 1mL da suspensão das 

MIC na concentração de 25mg/mL em contato com os blocos de dentina com biofilme 

e permeneceram em contato durante 6 horas, em estufa a 37 °C. No grupo controle 

negativo foi utilizado água destilada com a finalidade de verificar a viabilidade do 

biofilme durante o período de contato. Para cada grupo avaliado foram utilizados 6 

blocos de dentina com biofilme. 

Após 6 horas de contato, os blocos contendo o biofilme remanescente foram 

lavados em solução salina esterilizada e, individualmente, inseridos em tubos 

eppendorf contendo 1 mL de solução salina esterilizada e pérolas de vidro. Os tubos 

foram agitados em vortex (modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., 

Diadema, SP, Brasil) por 1 minuto a fim de promover o rompimento do biofilme aderido 

ao bloco de dentina. 

Foram realizadas diluições decimais seriadas até 10-4 utilizando, nos dois 

primeiros tubos, os agentes neutralizantes descritos anteriormente. Alíquotas de 20 

µL de cada diluição da suspensão foi inoculada em placas de Petri contendo meio de 

cultura Triptic Soy Agar (Difco Laboratories Inc., Detroit, MI, USA). As placas foram 

incubadas a 37 °C por 48 h. Em seguida realizou-se contagem UFCmL-1 e os dados 

transformados em Log10 para realização da análise estatística.  
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Contaminação de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo  

Foram utilizados 72 incisivos inferiores unirradiculares com dimensões e 

anatomia radicular semelhantes. Os dentes foram radiografados para comprovação 

da presença de um único canal e ausência de curvatura. As coroas dentais foram 

seccionadas em maquina de corte Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA), 

padronizando o comprimento radicular em 15 mm. 

A abertura foraminal foi padronizada com lima tipo K #25. Os canais radiculares 

foram instrumentados com o sistema rotatório MTwo (VDW, Munich, Alemanha) até o 

instrumento #40/.04, 1 mm aquém do comprimento real do dente. A irrigação foi 

realizada com 2 mL de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1% a cada troca de instrumento. 

Os canais radiculares foram inundados com EDTA 17% por 3 minutos. A irrigação final 

foi realizada com 5 mL de solução salina. Sucessivas lavagens com água destilada 

foram realizadas para remoção de NaOCl durante 4 dias. 

A região apical foi selada com resina composta fotopolimerizável (3M ESPE, St. 

Paul, EUA) e a superfície radicular externa impermeabilizada com duas camadas de 

adesivo epóxi Araldite (Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto na região cervical. Os 

espécimes foram aleatoriamente distribuídos em placas de cultura de 24 poços e 

fixados com resina acrílica ativada quimicamente (Oliveira et al. 2007) e esterilizadas 

em óxido de etileno (Acecil, Campinas, Brasil).  

Os canais radiculares foram contaminados com 20 μl de inóculo bacteriano 

padronizado em 107 UFCMl-1e incubados a 37oC±1oC, por 21 dias, em umidade 

relativa. A cada 2 dias, novo meio de cultura esterilizado, BHI, foi adicionado aos 

canais radiculares. Além dos grupos experimentais, o controle negativo não recebeu 

a suspensão bacteriana, recebendo somente o meio de cultura esterilizado, 

atestando, desta maneira, a eficácia da esterilização. O controle positivo não recebeu 

nenhuma medicação intracanal, demonstrando a viabilidade bacteriana durante o 

experimento. 

 

Coleta microbiológica 

As coletas microbiológicas foram realizadas com os canais radiculares 

inundados com solução salina estéril e introduzidos dois cones de papel absorvente 

estéril (40/.02), um após outro, por 1 minuto cada e inseridos em tubo Eppendorf 

contendo 1 mL de solução salina. 
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Após o período de contaminação (21 dias) foi realizada a coleta inicial (C1) para 

confirmação da contaminação por E. faecalis. Os canais radiculares foram 

reinstrumentados com lima tipo K ISO 40 e irrigados com solução salina estéril. Os 

canais radiculares foram inundados com solução de EDTA 17% por 3 minutos e 

irrigados com 5 mL de solução salina estéril. As MIC foram inseridas com auxílio de 

agulha e seringa. Uma mecha de algodão esterilizada foi adaptada nas entradas dos 

canais radiculares e os espécimes foram armazenados em estufa a 37±1°C, em 

microaerofilia, por 7dias.  

A remoção das MIC foi realizada com limas tipo K ISO 40 e os canais irrigados 

com 10 mL de solução salina fisiológica estéril. Foi utilizado 1 mL de ácido cítrico a 

0,5%, como agente neutralizante. A irrigação final foi realizada com 1 mL de solução 

salina estéril e  foi realizada a coleta C2 (pós medicação intracanal). 

Após C2, os canais radiculares foram preenchidos com solução salina estéril. Os 

espécimes foram incubados em estufa a 37±1ºC, em microaerofilia e umidade relativa 

por 7 dias. Após este periodo realizou-se a coleta C3 (7 dias após remoção das MIC) 

para verificação de possível recolonização do canal principal.  

 

Análise microbiológica 

Os tubos de polietileno contendo os dois cones de papel absorvente foram 

agitados em vortex por 1 minuto. Diluições decimais seriadas foram realizadas e 

alíquotas de 20 µL de cada uma das diluições foram plaqueadas em placas de Petri, 

contendo Triptic Soy Ágar (TSA-Difco). As placas foram incubadas em microaerofilia 

a 37±1ºC por 48 horas. O crescimento microbiano foi determinado por contagem de 

UFCmL-1 e transformados em log10. 

 

Análise estatística 

Os dados obtidos das coletas microbiológicas e avaliação de pH foram 

submetidos ao teste estatístico ANOVA e teste de Tukey, com nível de significância 

de 5%.  

 

Resultados 

 

Determinação do pH das soluções em tubos de polietileno 
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Durante todos os períodos de observação, o grupo controle (H2O destilada) 

apresentou menor pH quando comparado aos demais grupos (p<0,05). No período de 

12 horas, HC/PL apresentou maior pH, porém, sem diferença estatística quando 

comparado ao HC/FAR 4,5/PL (p>0,05). No período de 3 dias, HC/PL apresentou 

menor capacidade de alcalinização. Nos períodos de 7 e 21 dias, menor  alcalinização 

foi observada para HC/FAR 9 (p>0,05).  Após 28 dias, todos os grupos foram 

semelhantes (p>0,05) (Tabela 1). 

 
Tabela 1 Médias de pH e desvio padrão das medicações intracanal nos diferentes períodos 
observacionais 

Período 

Medicações intracanal  

HC/FAR 4,5/PL HC/FAR 9/PL HC/PL Controle 

12 h 8,688 (±0,632)a,b 8,652 (±0,369)b 9,197 (±0,292)a 6,710 (±0,058)c 

1 d 8,178 (±0,447)a 7,817 (±0,232)a 7,983 (±0,548)a 6,736 (±0,149)b 

3 d 8,408 (±0,309)a 8,290 (±0,189)a,b 8,055 (±0,341)b 7,085 (±0,187)c 

7 d 8,066 (±0,307)a,b 7,836 (±0,124)b 8,170 (±0,126)a 6,794 (±0,182)c 

14 d 8,367 (±0,336)a,b 8,098 (±0,353)a 8,495 (±0,186)b 7,142 (±0,269)c 

21 d 8,155 (±0,419)a 7,648 (±0,225)b 8,247 (±0,476)a 7,089 (±0,158)c 

28 d 7,779 (±0,259)a 7,781 (±0,163)a 7,854 (±0,226)a 7,250 (±0,243)b 

HC: hidróxido de cálcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: água destilada. 
*Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos em cada período (p 
< 0,05). 

 

Difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

 De maneira geral, o grupo C2, espécimes completamente impermeabilizados, 

apresentou menor pH quando comparado aos demais grupos. O grupo C1 apresentou 

pH superior ao grupo C2, entretanto, inferior aos grupos contendo as MIC. Em todos 

os períodos analisados, HC/FAR 4,5/PL, HC/FAR 9/PL E HC/PL apresentaram 

capacidades de alcalinização semelhante. Os maiores valores de pH foram 

observados em períodos mais prolongados (Tabela 2). 
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Tabela 2 Médias de pH e desvio padrão das medicações intracanal nos diferentes períodos 
observacionais 

Período 

Medicações intracanal   

HC/FAR4,5/PL HC/FAR9/PL HC/PL C 1 C 2 

1 d 
7,364 

(±0,254)a,b 

7,604 

(±0,200)a 

7,566 

(±0,191)a,b 

7,318 

(±0,106)b,c 

7,078 

(±0,095)c 

3 d 
7,140 

(±0,112)a,b 

7,156 

(±0,120)a 

7,339 

(±0,300)a,b 

7,084 

(±0,064)b,c 

6,793 

(±0,175)c 

7 d 
7,397 

(±0,166)a 

7,712 

(±0,553)a 

7,685 

(±0,529)a 

7,265 

(±0,140)a,b 

6,553 

(±0,548)b 

14 d 
7,718 

(±0,238)a,b 

7,926 

(±0,440)a 

7,993 

(±0,549)a 

7,206 

(±0,124)b 

6,367 

(±0,263)c 

21 d 
7,793 

(±0,332)a,b 

7,874 

(±0,365)a 

8,205 

(±0,453)a 

7,336 

(±0,240)b,c 

6,869 

(±0,323)c 

28 d 
7,713 

(±0,224)a 

7,672 

(±0,208)a 

7,694 

(±0,218)a 

7,457 

(±0,077)a,b 

7,234 

(±0,080)b 

60 d 
8,185 

(±0,057)a 

8,141 

(±0,063)a 

8,215 

(±0,140)a 

7,942 

(±0,217)b 

7,490 

(±0,079)c 

HC: hidróxido de cálcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; C 1: espécimes com 
cavidades e sem medicação intracanal; C 2: espécimes sem cavidades e sem medicação 
intracanal. *Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos em cada 
período (p < 0,05). 

 

Contato direto sobre células planctônicas 

Todas as MIC utilizadas foram eficazes em eliminar celulas planctônicas de 

Enterococcus faecalis nos períodos de 1 e 3 minutos (Tabela 3). 

 

Tabela 3 Média e (desvio padrão) do número de UFCmL-1 (log 10) após os períodos de 
contato de 1 e 3 minutos. 

Período 

Medicações intracanal  

HC/FAR4,5/PL HC/FAR9/PL HC/PL Controle 

1 min 0a 0a 0a 7,846 (±0,360)b 

3 min 0a 0a 0a 7,830 (±0,356)b 

HC: hidróxido de cálcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: número de UFCmL-

1 (log10) de células plantônicas de Enterococcus faecalis *Letras diferentes representam 
diferenças significativas entre os grupos em cada período (p < 0,05). 
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Contato direto sobre biofilme  

Após o período de contato de 6 horas todas as MIC foram efetivas em reduzir 

biofilme. Entretanto,  o melhor resultado foi observado nos grupos HC/FAR4,5/PL e 

HC/FAR9/PL quando comparado ao HC/PL (p<0,05) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 Média (desvio padrão) do número de UFCmL-1 (log 10) das MIC após período de 
contato de 6 horas. 

Período 

Medicações intracanal  

HC/FAR4,5/PL HC/FAR9/PL HC/PL Controle 

6 h 4,541 (±1,046)a 4,471 (±0,892)a 5,869 (±0,459)b 7,483 (±0,095)c 

HC: hidróxido de cálcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: número de UFCmL-

1 (log10) de Enterococcus faecalis. *Letras diferentes representam diferenças significativas 
entre os grupos (p < 0,05). 

 

Contaminação de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo 

C1 não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos (p>0,05). A C2 

comprovou que todas as MIC foram capazes de eliminar bactérias presentes na luz 

do canal radicular, não apresentando diferenças estatísticas entre os grupos 

experimentais (p>0,05). Na coleta C3, as MIC contendo FAR apresentaram maior 

efetividade (p<0,05) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 Média (desvio padrão) do número de UFCmL-1 (log 10) nas diferentes coletas 
realizadas  

Coleta 

Medicações intracanal  

HC/FAR 4,5/PL HC/FAR 9/PL HC/PL Controle 

C1 6,669 (±0,333)a 6,838 (±0,337)a 6,716 (±0,549)a 6,678 (±0,547)a 

C2 0a 0a 0a 6,048 (±0,478)b 

C3 1,068 (±1,785)a 0,4875 (±1,542)a 3,294 (2,336)a,b 5,725 (±0,400)b 

HC: hidróxido de cálcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: dentes 
contaminados com Enterococcus faecalis que não receberam medicação intracanal. *Letras 
diferentes representam diferenças significativas entre os grupos em cada coleta (p < 0,05). 

 

Discussão 

O comportamento de liberação de íons hidroxila por uma MIC à base de HC é 

importante, uma vez que o seu efeito antimicrobiano é atribuído à liberação de íons 

hidroxila, que se difundem através de túbulos dentinários até a superfície externa da 

raiz (Andreasen et al. 2006). Estes íons são radicais livres com alto poder de 
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reatividade (Tanomaru-Filho et al. 2011), capacidade de destruir componentes 

estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a atividade biológica celular, 

causando efeito letal para microrganismos (Zmener et al. 2007).  

No presente estudo, todas as MIC foram capazes de alcalinizar o meio. No 

período correspondente a 12 horas houve rápida liberação de íons hidroxila para 

HC/PL. Após 1 dia, as MIC apresentaram pH semelhantes. De um modo geral, a 

adição do FAR não alterou a capacidade de dissociação iônica da MIC.  HC/FAR 9/PL 

a liberação de íons foi levemente prejudicada em comparação ao HC/PL em alguns 

períodos (p < 0,05). Este fato pode ser explicado, uma vez que a capacidade de 

liberação de íons pode ser afetada se forem incorporadas substâncias ou veículos 

diferentes ao HC (Pacios et al. 2004). FAR apresenta-se como óleo, podendo 

contribuir para a dissociação mais lenta de íons. No entanto, pequena alteração foi 

observada uma vez que o veículo para todas as pastas foi viscoso (polietilenoglicol 

400).   

Dentes bovinos foram utilizados previamente para avaliação do pH (Guerreiro-

Tanomaru et al. 2012). Os resultados da difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

mostraram que nos primeiros períodos de análise, o pH da solução foi menor quando 

comparado a períodos mais prolongados, provavelmente, este fato se deve à 

dificuldade dos íons hidroxila se difundirem por meio dos túbulos dentinários, atingindo 

o meio externo. Entretanto, a capacidade destes íons em alcançar o meio externo é 

muito importante para que a MIC atue em todo o sistema de canais radiculares 

(Andreasen et al. 2006). Além disso, é possível observar que o grupo C1 (presença 

de cavidade na superfície radicular, porém, sem MIC) apresentou maior pH que o 

grupo C2 (sem MIC e completamente impermeabilizado), evidenciando a capacidade 

tampão da dentina (Haapasalo et al. 2000). Os três grupos contendo MIC 

comportaram-se de maneira semelhante quanto a capacidade de dissociação iônica, 

assim, a incorporação de FAR ao HC não interferiu na liberação de íons hidroxila, 

concordando com alguns autores que adicionaram outras substâncias ao HC (Yücel 

et al. 2007, Souza-Filho et al. 2008, Guerreiro-Tanomaru et al. 2012).  

Todas as medicações foram eficientes na completa eliminação de células de E. 

faecalis em sua forma planctônica. Estes resultados corroboram com achados 

encontrados previamente no qual medicações à base de hidróxido de cálcio foram 

efetivas durante curto período de contato (Aguiar et al. 2015). 
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E. faecalis apresenta organização em biofilme após incubação em blocos de 

dentina bovina em período próximo de 14 dias (Guerreiro-Tanomaru et al. 2013, 

Nascimento et al. 2014). A dentina bovina para este tipo de experimento foi utilizada 

previamente devido similaridades com a dentina de dentes de humanos (Ordinola-

Zapata et al. 2013, Guerreiro-Tanomaru et al. 2013). Entretanto, após o período de 6 

horas de contato entre a suspensão das MIC com o biofilme, a presença do FAR 

proporcionou melhores resultados. 

A contaminação de canais radiculares de dentes de humanos por Enterococcus 

faecalis durante 21 dias para avaliação da atividade antimicrobiana tem sido indicada 

(Guerreiro-Tanomaru et al. 2015, Aguiar et al. 2015) possibilitando a formação de 

biofilme não apenas a luz do canal radicular, mas também no sistema de canais 

radiculares.   

HC apresenta atividade antimicrobiana (Mohammadi & Dummer 2011), inibição 

da reabsorção dentária e indução de formação de tecido mineralizado (Mizuno M & 

Banzai, 2008), estimulação de proliferação de osteoblastos (Yang et al. 2006) e 

capacidade de inativação de endotoxinas bacterianas (Tanomaru et al. 2003). O 

presente estudo confirma a necessidade de associação do HC a substâncias 

antimicrobianas na tentativa de potencializar a sua efetividade, especialmente contra 

Enterococcus faecalis.  

FAR é um composto hidrofóbico e pode se acumular na membrana celular de 

bactérias, comprometendo a integridade celular e, consequentemente, promovendo 

extravasamento de material intracelular (Jabra-Rizk et al. 2006, Gomes et al. 2011). 

FAR demonstra efetividade em reduzir biomassa de biofilme, atuar contra bactérias 

em biofilmes já estabelecidos (Alves et al. 2013a) e induzir alterações na matriz do 

biofilme (Katragkou et al. 2015). FAR apresenta efeito sinérgico quando associado a 

antifúngicos como fluconazol e anfotericina B (Katragkou et al. 2015), além disso, 

apresenta efeito contra células planctônicas e biofilme de S. mutans (Horev et al. 

2015). O presente estudo mostra que a associação do FAR ao HC apresenta 

excelente potencial para uso como MIC. 

Os resultados deste estudo na coleta realizada logo após a remoção das MIC 

mostram eliminação dos micro-organismos no canal principal, conforme demonstrado 

previamente (Lima et al. 2012). Após a remoção das MIC e manutenção de solução 

salina nos canais radiculares, é possível recuperar micro-organismos viáveis no 



51 

 

 

 

interior dos túbulos dentinários (Lima et al. 2012, Aguiar et al. 2015, Guerreiro-

Tanomaru et al. 2015). Deste modo, na coleta C3, aumento no número de UFCmL-1 

foi observado em todos grupos. Entretanto, quando utilizado o FAR combinado ao HC, 

a recuperação destes micro-organismos foi menor, evidenciando a capacidade do 

FAR em combater E. faecalis. HC/FAR 4,5/PL apresentou 3 entre 10 culturas positivas 

de E. faecalis em C3. HC/FAR 9/PL apresentou 1 entre 10 culturas positivas em C3. 

Apresentando resultados menos satisfatórios, HC/PL apresentou 7 entre 10 culturas 

positivas de E. faecalis e, em comparação a C1 houve recuperação de 49,04% de 

micro-organismos em C3. Uma provável justificativa consiste na resistência do E. 

faecalis ao HC (Lima et al. 2012, Afkhami et al. 2015).  

Os resultados deste estudo evidenciam a atividade antimicrobiana do FAR 

quando associado ao HC contra E. faecalis. Alves et al. (2013a) mostraram a 

capacidade do FAR em combater E. faecalis em biofilmes por meio de contaminação 

de dentes ex vivo. Biofilmes de Staphylococcus epidermidis na presença de FAR 

apresentaram menor biomassa e alterações na composição da matriz, demonstrando 

a sua efetividade antibiofilme (Gomes et al. 2011).  

 

Conclusões 

Diante das metodologias utilizadas, é possível concluir que a adição do 

Farnesol ao hidróxido de cálcio nas concentrações estudadas não alterou a 

capacidade de liberação de íons hidroxila. A associação do Farnesol ao hidróxido de 

cálcio apresenta maior atividade antimicrobiana quando comparado ao HC contra 

Enterococcus faecalis. 
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5 CONCLUSÃO 

Diante das metodologias utilizadas, é possível concluir que: 

I. O óleo de melaleuca e clorexidina associados ao hidróxido de cálcio 

apresentam maior atividade antimicrobiana quando comparado ao 

hidróxido de cálcio contra Enterococcus faecalis.  

II. A adição do óleo de melaleuca e clorexidina ao hidróxido de cálcio nas 

concentrações estudadas não alterou a capacidade de liberação de íons 

hidroxila.  

III. A associação do farnesol ao hidróxido de cálcio apresenta maior 

atividade antimicrobiana quando comparado ao hidróxido de cálcio 

contra Enterococcus faecalis.  

IV. A adição do farnesol ao hidróxido de cálcio nas concentrações 

estudadas não alterou a capacidade de liberação de íons hidroxila.  

V. Estas medicações intracanal apresentam potencial para utilização 

clínica. 
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ANEXOS  
 

 

1. Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos. 
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