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Arruda-Vasconcelos R. Estudo do pH e atividade antimicrobiana sobre Enterococcus
faecalis de medicacao intracanal a base de hidroxido de calcio associada ao 6leo de
melaleuca, clorexidina ou farnesol [Dissertagao de Mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Medicagbes intracanal (MIC) s&o utilizadas para complementar a desinfecgdo do
sistema de canais radiculares. A associag¢ao de antimicrobianos ao hidroxido de calcio
visa aumentar sua acdo. As MIC (Capitulo 1) hidréxido de calcio (HC)/6leo de
melaleuca (OM) 4,5%/polietilenoglicol 400 (PL), HC/OM 9%/PL, HC/CLX 0,4%/PL e
HC/PL (Capitulo 2) HC/farnesol (FAR) 4,5%/PL, HC/FAR 9%/PL e HC/PL foram
analisadas. O teste de contato direto sobre células plancténicas (Capitulos 1 e 2) foi
realizado utilizando suspensdes das MIC. O teste de contato direto das MIC sobre
briofilme (Capitulo 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
suspensdes das MIC por 6 horas. A efetividade antibacteriana (Capitulos 1 e 2) foi
avaliada em canais radiculares de dentes de humanos extraidos. 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 apds periodo de contaminagao, a
segunda coleta (C2), imediatamente apds a remogao das MIC e terceira coleta (C3),
realizada 7 dias apds a remocao das MIC. Foi realizada contagem de UFCmL™. O pH
foi avaliado apds preenchimento de tubos de polietileno (Capitulos 1 e 2) com as
pastas por 12 horas, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A difusdo de ions hidroxila por meio de
dentina bovina (Capitulos 1 e 2) foi avaliada apds preenchimento de canais
radiculares de dentes bovinos nos periodos 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de varidncia ANOVA e teste de Tukey, com nivel
de significancia de 5%. Resultados: (Capitulo 1) Todas as MIC foram efetivas contra
E. faecalis na forma plancténica. As MIC contendo OM e CLX foram mais efetivas
guando comparadas ao HC/PL em canais radiculares. A associagdo do OM e CLX
0,4% ao HC n&o prejudicou a capacidade de ionizagao da MIC. (Capitulo 2) A adigéo
do FAR nao alterou a capacidade de alcalinizagao do HC. Todas as MIC foram efetivas
contra células planctdnicas. As suspensdes 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. Conclusoes: (Capitulo 1) A adicdao do OM 4,5 e 9%, bem como de CLX
0,4% aumentam a atividade antimicrobiana do HC sem alterar a liberagao de ions
hidroxila. (Capitulo 2) A adigdo de Farnesol 4,5 e 9% potencializou a atividade
antimicrobiana do hidréxido de calcio sem interferir na liberagéo de ions hidroxila.

Palavras-chave: Clorexidina. Endodontia. Enterococcus faecalis. Hidroxido de calcio.
Oleo 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 [Dissertagcdo 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.lt was performed UFCmL?
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 ol
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1 INTRODUGAO

Canais radiculares infectados abrigam microbiota polimicrobiana de bactérias
aerobias, anaerdbias, Gram-positivas e Gram-negativas que apresentam organizagao
na forma de biofilme (Ramachandran Nair®®, 1987; Nair et al.®3, 1990; Sundqyvist,
Figdor#® 2003; Nair®®, 2006; Baumgartner et al.#, 2008; Ricucci, Siqueira*! 2010). Estes
biofilmes sdo comunidades microbianas envoltas por uma matriz extracelular de
polissacarideo e proteinas na qual as células aderem-se umas as outras e/ou a
superficies ou interfaces (Costerton et al.?, 1995; Donlan, Costerton'? 2002; Lee,
Baek?® 2012). Quando organizados em biofilmes, estes micro-organismos apresentam
grande resisténcia a antissépticos e antibidticos (Socransky, Haffajee*’ 2002).
Atualmente, o conceito em microbiologia enfatiza a doenga endodéntica como uma
infecgdo promovida por biofilme (Ricucci, Siqueira*! 2010). Deste modo, a eliminagdo
eficaz do biofilme e a destruicdo das bactérias do sistema de canais radiculares sao
desafios importantes na desinfecgdo endodontica (Wu et al.>’, 2014). Mesmo apods
preparo biomecanico e obturagao é possivel haver persisténcia de biofilme bacteriano
no interior dos canais radiculares (Nair et al.34, 2005; Siqueira et al.*¢, 2010; Vera et
al.>4, 2012) e esta persisténcia de micro-organismos apés o tratamento é a principal
causa de insucesso na terapia endodontica (Siqueira®, 2001).

Frequentemente isolada de canais radiculares em casos de insucesso no
tratamento endoddntico, Enterococcus faecalis € uma bactéria anaerdbia facultativa
Gram-positiva (Peciuliene et al.%8, 2000; Haapasalo et al.’8, 2003; Rocas et al.*?, 2004)
presente em 24% a 74% dos casos de infec¢gées endododnticas persistentes (Stuart et
al.“8, 2006) e é capaz de organizar-se em forma de biofilme tornando-se mais
resistente a fagocitose, anticorpos e antibiéticos quando comparados a organismos
ndo formadores de biofilme (Distel et al.ll, 2002). Este micro-organismo apresenta
ainda diversos fatores de viruléncia tais como acido lipoteicdico (LTA), peptidoglicano,
citolisina e substancias de agregagéao, capazes de induzir inflamagéao periapical (Lee,
Baek?® 2012). Estas bactérias sdo capazes de invadir e permanecer viaveis no interior
de tubulos dentinarios por um periodo de tempo prolongado (Love?®, 2001), aderir e
formar biofilme em dentina sob diferentes condigbes ambientais (George et al.3,
2005), resistir a desinfetantes intracanal, e sobreviver em condi¢cdes adversas em

canais radiculares obturados (Régas et al.*?, 2004).
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Medicamentos intracanal antimicrobianos sao utilizados para complementar a
desinfecgao do sistema de canais radiculares (Bystrom et al.®, 1985; Tanomaru-Filho
etal.>!, 2002; Lana et al.?®, 2009). O hidroxido de calcio € amplamente utilizado devido
as suas propriedades biolégicas e atividade antimicrobiana (Mohammadi, Dummer3?
2011), inibir a reabsor¢cdo dentaria e induzir a formagado de tecido duro (Mizuno,
Banzai*® 2008), estimular a proliferacdo de osteoblastos (Yang et al.>®, 2006) e
capacidade de inativar endotoxinas bacterianas (Tanomaru et al.>°, 2003). O efeito
antimicrobiano do hidréxido de calcio é atribuido principalmente a liberagao de seus
ions hidroxila, que se difundem atraveés de tubulos dentinarios e superficie externa da
raiz (Andreasen et al.3, 2006). Estes ions sdo radicais livres com alto poder de
reatividade (Tanomaru-Filho et al.>?, 2011) com capacidade de destruir componentes
estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a atividade biolégica celular,
0 que pode ser letal para micro-organismos (Zmener et al.>, 2007).

Os dleos essenciais de plantas tém sido utilizados desde o inicio da civilizagao
humana para fins terapéuticos e medicinais (Oyen, Dung®’ 1999). Estes 6leos sdo
materiais volateis que protegem as plantas de doengas e do ataque de insetos
(Valero®3, 2008) e, devido a natureza volatil dos seus componentes, sdo altamente
aromaticos (Valero®3, 2008). Os ¢éleos derivados de plantas, especialmente Myrtaceae
alternifélia, tornou-se conhecido mundialmente no século XVIII, e apresenta
propriedades anticancer (Greay et al.1’, 2010), anti-inflamatoria (Hart et al.1%, 2000) e
antimicrobiana (Minami et al.??, 2003; Wilkinson et al.%%, 2005; Catalan et al.8, 2008;
Kwiecinski et al.?4, 2009).

As propriedades antimicrobianas de determinados éleos essenciais e/ou seus
componentes em relacdo a patégenos humanos e animais foram estudados por
diversos autores (Burt>, 2004; Carson et al. 7, 2006). O d6leo de melaleuca (OM)
promove a lise e perda de integridade e fungdo da membrana celular que se manifesta
por extravasamento de ions e inibicdo da respiragdo (Carson et al.”, 2006). Este
composto mostrou-se eficaz frente a 15 cepas de MRSA e 5 cepas de enterococos
resistentes a vancomicina (Nelson et al.®6, 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.%®, 2007; Gomes et al.'4, 2009) ou em associagdo a outras substancias (Vianna
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et al.%®, 2007; Gomes et al.*4, 2009; Lima et al.?’, 2012), mostrando o efeito sinérgico
da clorexidina quando associado ao hidroxido de célcio (De Souza-Filho et al.%, 2008;
Gomes et al.'4, 2009; Lima et al.?’, 2012).

O farnesol, Trans-trans farnesol (tt-farnesol), € um alcool sesquiterpeno
comumente encontrado na prépolis e 6leos essenciais de frutas citricas como casca
de laranja e oleo de capim-limao e apresenta efeitos antibiofilme por prevencao na
formacado de biofilme ou atuagdo em biofilmes estabelecidos (Alves et al.l, 2013).
Farnesol inibe ou reduz a formagao de biofilme de diversas espécies microbianas,
incluindo Candida albicans, Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus (Ramage
et al.*°, 2002; Koo et al.??, 2005; Jabra-Rizk et al.?%, 2006). Esta substancia inibe a
producdo de acido e a sintese de glucano por S. mutans no biofilme (Koo et al.?,
2005). Os biofilmes formados na presenca de farnesol contém menos biomassa e
apresenta mudangas na composi¢do da matriz (Gomes et al.'®, 2011).

Na tentativa de encontrar um possivel substituto para o hipoclorito de sédio
devido a desvantagens como irritagdo aos tecidos periapicais (Serper et al.*4, 2004) e
corrosdo de instrumentos (Mohammadi3!, 2008), Alves et al.! (2013) avaliaram os
efeitos antibiofiime e antibacteriano do farnesol contra Enterococcus faecalis como
solugdo irrigadora atuando isoladamente em concentragao de 0,2% ou em associagao
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 acido
salicilico (Katsuyama et al.?!, 2005; Rosenberg et al.*3, 2008; Koo et al.?%, 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
gque a combinagdo 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 associagdo ao xilitol
apresenta potencial para ser utilizado no combate de biofilmes no tratamento
endodontico (Alves et al.t, 2013).
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2 PROPOSICAO

Proposicao geral: Avaliar o pH e atividade antimicrobiana sobre Enterococcus
faecalis de medicacao intracanal a base de hidroxido de calcio associada ao 6leo de

melaleuca, clorexidina ou farnesol.

Proposigcoes especificas:

Publicagcao 1 - Avaliar o pH e a atividade antimicrobiana sobre E. faecalis de
medicacgdes intracanal a base de hidroxido de calcio em associacdo ao 6leo de
melaleuca ou clorexidina por meio de:
1. Avaliacdo da propriedade antibacteriana por meio de teste de contato direto
sobre células plancténicas de E. faecalis
2. Avaliacdo da propriedade antibacteriana / antibiofiilme de E. faecalis em
dentes de humanos ex vivo
3. Determinacgao do pH das solugdes por meio de tubos de polietileno

4. Avaliagao da difusdo de ions hidroxila em dentina bovina

Publicagao 2 - Avaliar o pH e a atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis de
medicagoes intracanal a base de hidréxido de calcio em associagao ao farnesol por meio de:
1. Avaliacdo da propriedade antibacteriana por meio de teste de contato
direto sobre células plancténicas de E. faecalis
2. Avaliacado da propriedade antibacteriana por meio de contato direto dos
materiais sobre biofilme de E. faecalis
3. Avaliacao da propriedade antibacteriana / antibiofilme de E. faecalis em
dentes de humanos ex vivo
4. Determinagao do pH das solug¢des por meio de tubos de polietileno

5. Avaliagdo da difusao de ions hidroxila em dentina bovina
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3 PUBLICAGAO 1
Efetividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e pH da associagao do

hidréoxido de calcio ao 6leo de melaleuca ou clorexidina*

Resumo

Objetivo Avaliar a atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e pH de
medicacgdes intracanal (MIC) a base de hidréxido de calcio (HC) associado ao 6leo 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
planctdnicas foi realizado utilizando E. faecalis e suspensao das MIC. A efetividade
antibacteriana foi avaliada em canais radiculares de dentes de humanos extraidos.
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 (Cl) foi realizada apds periodo de
contaminagao. C2 imediatamente apds a remogao das MIC e C3, 7 dias apds remogao
das MIC. Em todas as fases, foi realizada contagem de UFCmL™. O pH foi avaliado
apo6s preenchimento de tubos de polietileno com as MIC por 12 horas, 1, 3, 7, 14, 21
e 28 dias. A difusdo de ions hidroxila por meio de dentina bovina foi avaliada apos
preenchimento de canais radiculares de incisivos bovinos apoés 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60
dias. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidancia ANOVA e teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados Todas as MIC foram efetivas contra E. faecalis na forma plancténica. As
MIC contendo OM e CLX foram mais efetivas quando comparadas ao HC/PL em
canais radiculares. A associagdo do OM e CLX 0,4% ao HC nao prejudicou a
capacidade de ionizagao da MIC.

Conclusées A adigcao do OM 4,5 e 9%, bem como de CLX 0,4% aumentam a atividade
antimicrobiana do HC sem alterar a liberagao de ions hidroxila.

Relevéancia clinica MIC a base de HC associado ao OM 4,5 e 9% ou CLX 0,4%

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

Palavras-chave: Clorexidina - Enterococcus faecalis - Hidroxido de célcio - Oleo de

melaleuca

*Artigo nas normas do periédico Clinical Oral Investigations.



20

Introducgao

Canais radiculares infectados abrigam microbiota capaz de promover formagéo
de biofilme [1-3]. Enterococcus faecalis € uma bactéria anaerdbia facultativa Gram-
positiva frequentemente isolada de canais radiculares em casos de insucesso no
tratamento endodoéntico [4, 5]. Esta presente em 24% a 74% dos casos de infecgdes
endodénticas persistentes [6]. E. faecalis é capaz de invadir e permanecer viavel no
interior de tubulos dentinarios por um periodo de tempo prolongado [7], aderir e formar
biofilme em dentina sob diferentes condicées ambientais [8], resistir a procedimentos
endodoénticos, e sobreviver em condi¢cdes adversas em canais radiculares obturados
[5].

Medicacgoes intracanal (MIC) sao utilizadas para complementar a desinfecgcao do
sistema de canais radiculares [9, 10]. O hidréxido de calcio (HC) tem sido amplamente
utilizado por apresentar propriedades bioldgicas [11-13] e atividade antimicrobiana
[14]. O efeito antimicrobiano do hidroxido de calcio é atribuido principalmente a
liberacao de seus ions hidroxila, que se difundem através de tubulos dentinarios até
superficie externa da raiz [15]. Estes ions apresentam capacidade de destruir
componentes estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a atividade
biolégica celular [16].

O oleo de melaleuca (OM) € um Oleo essencial (OE) de plantas, que as
protegem de doengas e do ataque de insetos [17]. OE, especialmente Myrtaceae
alternifdlia, tornaram-se conhecidos por apresentar propriedades anticancer [18], anti-
inflamatdria [19] e antimicrobiana [20, 21]. OM promove a lise e perda de integridade
e fungcdo da membrana celular que se manifesta por extravasamento de ions e inibigao
da respiragao [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 associagao
a outras substancias [24-26]. A associagcdo 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 medicagdes intracanal a base de hidroxido de calcio associada ao

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

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos (CEP),
protocolo nimero 1.280.669 (Anexo 1), e pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA), protocolo numero 43/2014, da Faculdade de Odontologia de Araraquara da
Universidade Estadual Paulista.

As MIC analiadas foram:

- Hidréxido de calcio + Oleo de melaleuca 4,5% + polietilenoglicol 400 - HC/OM
4,5/PL

- Hidréxido de calcio + Oleo de melaleuca 9% + polietilenoglicol 400 - HC/OM
9/PL.

- Hidréxido de calcio + Clorexidina 0,4% + polietilenoglicol - HC/CLX0,4/PL

- Hidréxido de calcio + polietilenoglicol 400 - HC/PL.

Todos os componentes usados para as pastas foram de origem da Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA.

Testes microbiolégicos

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em camara de fluxo laminar
(VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil) sob condi¢cdes 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, M,
EUA) 12 horas antes de cada teste. A pureza das culturas foi confirmada por meio de
morfologia macroscoépica e microscopica (Coloragdo de Gram). A concentragdo do
inoculo bacteriano foi ajustada por meio de espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus,
Femto, Sao Paulo, SP, Brasil), comprimento de onda igual a 600 nm, na concentragao

equivalente a 108 UFCmL™.

Contato direto sobre células plancténicas

Foi utilizada uma suspensao das MIC em agua destilada com concentragao
igual a 25 mg/mL agitada em vortex por 1 minuto e que permaneceu em repouso
overnight a temperatura ambiente. O indculo de E. faecalis (50uL) foi adicionado a
1,45 mL da suspenséo 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 diluigbes decimais seriadas até 10“. Aliquotas de 100 L da
mistura foram transferidas para um segundo tubo contendo 0,9 mL de acido citrico a
0,5%, agente neutralizante para as MIC a base de HC. Para o grupo contendo CLX,
além do acido citrico 0,5%, a lecitina de soja preparada com Tween 80. Estes
neutralizantes foram colocados nos dois primeiros tubos (10 e 10?) da diluigdo com
a finalidade de evitar o efeito carry-over das MIC.

Cada uma das diluigdes (20 uL) 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 as médias do numero de UFC das trés areas
de crescimento bacteriano, na diluigdo com nimero entre 5 e 50 UFCmL™. Os valores
obtidos expressam, em log10, as médias de col6nias viaveis apds o contato com as

suspensdes testes em cada periodo.

Contaminagao de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo

Foram utilizados 72 incisivos inferiores unirradiculares com dimensbes e
anatomia radicular semelhantes. Os dentes foram radiografados para comprovagao
da presenca de um unico canal e auséncia de curvatura. As coroas dentais foram
seccionadas em cortadeira de precisao 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 rotatério MTwo (VDW, Munich, Alemanha) até o
instrumento #40/.04, 1 mm aquém do comprimento real do dente. A irrigacao foi
realizada com 2 mL de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1% a cada troca de instrumento.
Os canais radiculares foram inundados com EDTA 17% por 3 minutos. A irrigacao final
foi realizada com 5 mL de solugao salina. Sucessivas lavagens com agua destilada
foram realizadas para remogao de NaOCI durante 4 dias.

A regido apical foi selada com resina composta fotopolimerizavel (3M ESPE, St.
Paul, EUA) e a superficie radicular externa impermeabilizada com duas camadas de
adesivo epoxi Araldite (Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto na regiao cervical. Os
espécimes foram aleatoriamente distribuidos em placas de cultura de 24 pogos,
fixados com resina acrilica ativada quimicamente [27] e esterilizadas em 6xido de

etileno (Acecil, Campinas, Brasil).



23

Os canais radiculares foram contaminados com 20 pL de inéculo bacteriano de
Enterococcus faecalis e incubados a 37°C+1°C, 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 ndo recebeu a
suspensao bacteriana, recebendo somente o meio de cultura esterilizado, atestando,
desta maneira, a eficacia da esterilizagdo. O controle positivo ndo recebeu nenhuma

medicacao intracanal, demonstrando a viabilidade bacteriana durante o experimento.

Coleta microbiolégica

As coletas microbiolégicas foram realizadas com o0s canais radiculares
inundados com solucao salina estéril e introduzidos dois cones de papel absorvente
estéreis (40/.02), um apds outro, por 1 minuto cada e inseridos em tubo de polietileno
contendo 1 mL de solugao salina esterilizada.

Apds o periodo de contaminagéo (21 dias) foi realizada a coleta inicial (C1) para
confirmacédo da contaminagcdo por E. faecalis. Os canais radiculares foram
reinstrumentados com lima tipo K #40 e irrigados com solucgao salina estéril. Os canais
radiculares foram inundados com solugdo de EDTA 17% por 3 minutos e irrigados
com 5 mL de solugéo salina estéril. As MIC foram inseridas com auxilio de agulha e
seringa. Uma mecha de algodéao esterilizada foi adaptada nas entradas dos canais
radiculares e o0s espécimes foram armazenados em estufa a 37+1°C, em
microaerofilia, por 7dias.

A remocao das MIC foi realizada com limas tipo K #40 e os canais irrigados com
10 mL de solucao salina fisiologica estéril. Foi utilizado 1 mL de neutralizante, como
descrito anteriormente. A irrigacao final foi realizada com 1 mL de solugao salina estéril
e foi realizada a coleta C2 (p6s medicagao).

Apds C2, os canais radiculares foram preenchidos com solugéo salina estéril. Os
espécimes foram incubados em estufa a 37+1°C, em microaerofilia e umidade relativa
por 7 dias. Apés este periodo realizou-se a coleta C3 (7 dias apos a remogéo das

medicagdes intracanal) para verificagdo de possivel recolonizagao do canal principal.

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

agitados em vortex por 1 minuto. Diluicbes decimais seriadas foram realizadas e
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aliquotas de 20 pL de cada uma das diluigdes foram plaqueadas em placas de Petri,
contendo Triptic Soy Agar (TSA-Difco). As placas foram incubadas em microaerofilia
a 37+1°C por 48 horas. O crescimento microbiano foi determinado por contagem de
UFCmL™,

Testes de pH

Determinagao do pH das solugées em tubos de polietileno

Tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de didmetro interno
foram preenchidos com as medicagbes com auxilio de seringa plastica de 3 mL e
agulha 1,2 x 40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil). Os tubos
foram submersos em frascos plasticos com tampas contendo 10 mL de agua destilada
com pH previamente aferido. Os frascos foram mantidos em estufa a 37 °C. Apds 12
horas de imersao, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos com
o auxilio de uma pinga clinica. A solugao resultante de cada um dos frascos utilizados
foi utilizada para realizar a afericdo do pH. Este procedimento foi repetido pelos
periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias.
O pH das solugdes foi determinado com o auxilio de um pHmetro digital Digimed DM-
21 (Digicrom Analitica Ltda., S&do Paulo, Brasil) a temperatura ambiente, 25°C.
Previamente a afericdo do pH, o dispositivo foi calibrado com solugées-tampao de pH
4, 7 e 10 e estas foram utilizadas para averiguar a calibragem do pHmetro durante

todo o periodo experimental.

Difusao de ions hidroxila em dentina bovina

Foram utilizados 72 dentes de bovinos. As coroas dentarias foram seccionadas
em maquina de corte Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA) e comprimento das
raizes padronizado em 15 mm. Os espécimes foram submersos em solugdo de
hipoclorito de sodio a 2,5% por 48 horas e enxaguados em agua destilada por 4 dias.
Os canais radiculares foram instrumentados 1 mm aquém do comprimento do dente
até a lima K #110 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga). A irrigagao foi realizada com
solugéo de hipoclorito de sédio a 2,5% (Instituto de Quimica, Araraquara, UNESP —
Brasil) durante todo o preparo biomecéanico. Foram utilizados 5 mL no inicio e ao final

da instrumentagao e 2 mL a cada troca de limas. Gates-Glidden numero 5 (Dentsply-
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Maillefer, Ballaigues, Suica) foi utilizada até o comprimento de 11 mm. Solugéo de
EDTA 17% (Odahcam Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) foi utilizada por 3 minutos. A
irrigacao final foi realizada com 5 mL de solugao salina.

Cavidade com 4 mm x 2 mm x 0,5 mm (comprimento x largura x profundidade)
foi confeccionada na superficie radicular proximal, entre 5 mm e 9 mm do apice
radicular com broca diamantada 1052 (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, Brasil),
penetrando toda a parte ativa da broca, para padronizagao da espessura dentinaria
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 superficie radicular externa foi impermeabilizada com adesivo epoéxi (Brascola,
Joinville, SC, Brasil) complementado por uma camada de esmalte para unhas, exceto
na area de desgaste do cemento. Os espécimes alocados no grupo controle 1 (C1)
nao receberam MIC, entretanto, houve confec¢cdo de cavidade e impermeabilizacao
da mesma forma. No grupo controle 2 (C2), os espécimes foram completamente
impermeabilizados, sem confeccdo de cavidade na superficie externa e sem
colocagao de MIC.

Apods a colocacgao das MIC, a abertura do canal radicular foi selada com resina
composta fotopolimerizavel e impermeabilizada. Apds a secagem, as amostras foram
imersas em frascos com tampas contendo 10 mL de agua destilada com pH
previamente aferido. Estes frascos foram armazenados em estufa a 37°C e o pH da
solucdo avaliado nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias por meio de pHmetro
digital Digimed DM-22 (Digicrom Analitica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) calibrado com pH

4,7 e 10 a temperatura ambiente, 25°C.
Analise estatistica

Os dados obtidos das coletas microbiolégicas e avaliagdo de pH foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5%.

Resultados

Contato direto sobre células plancténicas
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Todas as medicacgdes intracanal utilizadas foram eficazes em eliminar células

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

Tabela 1 Média (desvio padrdo) do nimero de UFCmL™* (log 10) nos periodos de contato de
1 e 3 minutos entre as MIC e células plancténicas de Enterococcus faecalis.

Medicagdes intracanal

Periodo HC/OM4S/PL HCIOMO/PL  HC/IPL  HC/CLX0,4/PL Controle
1 min 02 02 02 02 7,846 (£0,361)°
3 min 02 02 02 02 7,830 (£0,356)"

HC: hidréxido de calcio; OM: éleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400;
Controle: nimero de UFCmL? (logl0) de células planténicas de Enterococcus faecalis.
*Letras diferentes representam diferengas significativas entre os grupos em cada coleta (p <
0,05).

Contaminagao de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo

Todos os espécimes foram contaminados com Enterococcus faecalis apés 21
dias (C1) de forma similar (p>0,05). Na segunda coleta (C2), houve eliminacao de E.
faecalis, para todos as pastas (p>0,05). Na terceira coleta (C3), os niveis de
contaminagao por E. faecalis foi mantido em zero nos grupos em que foram utilizadas
as medicagdes HC/OM 9/PL e HC/CHX 0,4/PL. O resultado menos satisfatorio foi
observado no grupo HC/PL, ndo apresentando diferenga em relagéo ao grupo controle
positivo (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo do nimero de UFCmL? (log 10) nas diferentes coletas.

Medicagdes Intracanal

Coleta HC/OM 4,5/PL  HC/OM 9/PL  HC/CHX0,4/PL HC/PL Controle
Cl  6,53(+0,376) 6,618 (+0,626)2 6,734 (:0,425)2 6,676 (+0,401)2 6,678 (+0,547)2
C2 02 0a 0a 02 5,939 (+0,442)°

C3 0,453 (+1,360) 02 02 3,184 (+2,268)>¢  5,725(0,400)c

HC: hidréxido de calcio; OM: dleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400;
Controle: dentes contaminados com Enterococcus faecalis que ndo receberam medicagao
intracanal. *Letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos em cada
coleta (p < 0,05).
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Determinagao do pH das solugdées em tubos de polietileno

Durante todos os periodos o grupo controle (agua destilada) apresentou
menores valores de pH. No periodo de 12 horas, maior alcalinizagao foi atingida pelo
HC/CLX 0,4/PL (9,531), ndo apresentando diferenca significativa em relagdo ao
HC/PL (p>0,05). Foi observada diferenga quando comparado ao HC/OM 4,5/PL e
HC/OM 9/PL. Nos periodos entre 24 horas e 14 dias, todas as MIC foram capazes de
alcalinizar o meio, ndo havendo diferenga estatistiva 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 diferenga entre eles (p>0,05). No dia 28, as
MIC apresentaram capacidade de alcalinizagdo similares, sem diferenga entre os
grupos (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Médias de pH (desvio padrao) das solugdes das MIC nos diferentes periodos
observacionais.

Medicacgdes Intracanal

porigge NCIOMAS/PL HCIOM 9/PL  HCICHXO.4/PL HC/PL Controle
12h  8.480 (:0.413)2 8.568 (+0.533)F  9.531 (+0.266)>  9.237 (+0.255)" 6.71 (+0.0575)c
1d  7.743 (:0.480)2 7.786 (+0.393)F  7.835 (+0.463)2  7.983 (+0.548)2 6.736 (+0.149)°
3d  8.266 (£0.342)2 8.221(+0.484)F 7.963 (+0.217)2  8.055 (+0.341)2 7.085 (+0.187)°
7d  7.978(0.372)2 8.116 (+0.198)2  8.205 (+0.266)  8.170 (+0.127)2 6.794 (+0.182)°
14d  8.502 (+0.385)2 8.476 (+0.362)7 8.516 (+0.377)  8.725 (+0.362)2 7.142 (+0.269)°
21d  8.294 (+0.448)2 7.952 (+0.224)2b 7.801 (+0.234)bc 8.247 (+0.476)2¢ 7.089 (+0.158)
28d  7.711 (£0.339)2 7.836 (+0.158)2  7.787 (+0.165)2  7.974 (:0.223)2  7.25 (+0.243)

HC: hidroxido de calcio; OM: dleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400;
Controle: agua destilada. *Letras diferentes representam diferencas significativas entre os
grupos em cada periodo (p < 0,05).

Difusao de ions hidroxila em dentina bovina

O grupo C2 apresentou os menores valores de pH em todos os periodos. 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 periodos de 7, 14 e 21 dias. Os maiores valores de pH foram
observados no periodo igual a 60 dias (Tabela 4).

Tabela 4. Médias de pH e desvio padrao das MIC nos diferentes periodos observacionais.

Medicagdes intracanal

HC/OM4,5/PL HC/OM9/PL  HC/CLXO0,4/PL HC/PL C1 C2
Periodo
7,497 7,498 7,499 7,500 7,501 7,502
Ld (20,253)2 (20,312)2 (x0,280)2 (x0,191)2  (£0,079)2  (+0,253)2
7,367 7,000 7,225 7,339 7,466 6,798
3d (£0,387)2 (£0,190)p.cd (20,320)ac (£0,300)2¢  (+0,107)2  (+0,131)°
7,683 7,327 8,171 7,685 7,266 6,492
7 (£0,387)2b (£0,283)P (x0,402)2 (x0,529)2>  (£0,104)>  (+0,416)
7,762 7,723 8,414 7,993 7,206 6,362
14d (x0,216)p (£0,299)p (£0,461)2e (£0,549)be  (+0,092)c  (+0,196)¢
7,763 7,968 8,227 8,205 7,306 6,867
21d (£0,287)b (£0,270)pc (20,381)ac (x0,453)c  (£0,183)d  (+0,241)¢
7,970 7,653 7,927 7,694 7,456 7,243
28d (x0,170)2 (x0,139)p (£0,331)2d (£0,218)2d  (+0,057)°¢ (+0,060)¢
8,253 8,251 8,281 8,215 7,913 7,481
60 d (£0,152)2 (20,121)2 (x0,103)2 (£0,104)2  (x0,166)°  (x0,060)°

HC: hidréxido de calcio; OM: éleo de melaleuca; CLX: clorexidina; PL: polietilenoglicol 400;
Cl: Controle 1, espécimes com cavidades e sem medicagdo intracanal; C2: Controle 2,
espécimes sem cavidades e sem medicagado intracanal. *Letras diferentes representam
diferencgas significativas entre os grupos em cada periodo (p < 0,05).

Discussao

HC apresenta atividade antimicrobiana [14], inibicdo da reabsorgéo dentaria e
inducao de formacao de tecido mineralizado [13], estimulacdo de proliferacdo de
osteoblastos [12] e capacidade de inativacdo de endotoxinas bacterianas [11].
Entretanto, ndo pode ser considerado uma MIC universal em virtude da dificuldade de
atuacao contra algumas espécies microbianas encontradas no sistema de canais
radiculares [28, 29]. Por este motivo, a associagao do HC a outras substancias na
tentativa de potencializar a atividade antimicrobiana, especialmente contra
Enterococcus faecalis, ainda hoje € muito pesquisada e de grande interesse clinico.

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

inibicdo da respiracéo e inabilidade em manter homeostase [22], sendo este ultimo,
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um dos mecanismos de defesa do Enterococcus faecalis. Desta maneira, acreditamos
que a associagao deste Oleo 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 concentragées = 10% e = 50% em células e
tecidos, respectivamente [30]. OM apenas apresenta toxicidade caso seja ingerido em
altas doses ou pode apresentar alergias cutaneas quando aplicado em altas
concentracgdes, além disso, OM nao apresenta genotoxicidade [31]. Da mesma forma,
Faria et al. [32], avaliaram a citotoxicidade da clorexidina a 0,5 e 1% e concluiram que,
em menor concentragdo, € observada menor citotoxicidade. Deste modo, tanto a
aplicacédo do OM a 4,5 e 9% quanto a CLX a 0,4% associados ao HC neste estudo
mostram-se seguras para possiveis aplicabilidades clinicas. Aléem disso, essas
substancias conferiram maior efeito antimicrobiano ao HC contra E. faecalis.

Todas as medicagdes foram eficientes na completa eliminagao de células de E.
faecalis em sua forma planctbnica. Estes resultados corroboram com achados
encontrados previamente no qual medicagdes a base de hidréxido de calcio foram
efetivas durante curto periodo de contato [33].

O método de contaminagao de canais radiculares ex vivo é capaz de simular
condigdes clinicas de dentes com infecg¢ao [34]. O periodo de contaminagéao foi de 21
dias, sendo este capaz de promover infecgao no interior dos tubulos dentinarios [33,
35].

Os resultados do presente estudo mostraram que, na coleta realizada
imediatamente apdés a remogédo das MIC dos canais radiculares (C2), todos os
medicamentos foram eficientes na descontaminacéo da luz do canal radicular como
observado previamente [26]. A ampla redugcdo de micro-organismos nesta etapa,
provavelmente se deve, além da acao quimica da MIC, a acdo mecanica (utilizacao
de instrumentos) e fisica (irrigagao/aspiragéo de solugao salina).

Entretanto, apés a remocédo das MIC e manutencédo de solugdo salina nos
canais radiculares, € possivel verificar se ha micro-organismos viaveis no interior dos
tubulos dentinarios [26, 33, 34, 36]. Deste modo, apds a coleta C3, observou-se
aumento no numero de UFCmL™ 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 provavel explicagao

consiste na resisténcia do Enterococcus faecalis ao HC, comprovada por diversos
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autores [37-39]. Além disso, o tempo minimo de contato recomendado ndo deve ser
inferior a 14 dias para medicagdes a base de hidréxido de calcio em casos de infecgéo
[40].

Nos grupos HC/OM 9/PL e HC/CLX 0,4/PL, ap6s C3 nao houve recolonizagao
de bactérias cultivaveis. Em estudo de Lima et al. [26] foi utilizada metodologias de
contaminagao e coleta similares ao nosso trabalho. Os autores avaliaram a atividade
antimicrobiana da pasta Calen associado a clorexidina 0,4% e foi possivel 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
aplicagdo de medicagcdao composta por CLX/HC promoveu desinfeccdo dentinaria
numa profundidade de 600 um apds 7 dias [41], concordando com 0S NOSS0S
resultados no que se refere a eficiente atividade antimicrobiana dessas medicacdes
no interior dos tubulos dentinarios.

O efeito antimicrobiano do HC é atribuido principalmente a liberagdo de ions
hidroxila, que se difundem através de tubulos dentinarios e superficie externa da raiz
[15]. Estes ions sao radicais livres com alto poder de reatividade [42], capacidade de
destruir componentes estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a
atividade bioldgica celular, causando efeito letal para micro-organismos [16]. Deste
modo, além das propriedades antimicrobianas das MIC, é de extrema importancia o
estudo do pH destas pastas. Apesar da ampla busca em potencializar a atividade
antimicrobiana do HC, especialmente contra micro-organismos resistentes, € de
extrema importancia a incorporagcdo de substadncias que nao prejudiquem na
capacidade de liberacao de ions hidroxila.

Nas primeiras 12 horas, foi observada dissociacao mais rapida de ions nos
grupos HC/CLX 0,4/PL e HC/PL. Como a acao antimicrobiana dos ions hidroxila e da
CLX é exercida pela desintegracdo de membranas [43] das bactérias, evidenciou-se
que a presencga de CLX em baixa concentracdo nao é capaz de alterar a dissociacao
de ions do hidroxido de calcio em meio aquoso. Possivelmente por se tratar de um
Oleo, a dissociacgao idnica do HC quando associado ao OM néo foi tdo rapida. Porém,
a partir de 24 horas, houve um equilibrio em relagdo a capacidade de alcalinizacao
entre todos os grupos (p>0,05).

A capacidade de liberacdo de ions pode ser afetada se forem incorporadas

substancias ou veiculos diferentes ao HC [44]. No presente estudo, HC/CLX 0,4/PL e
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HC/PL promoveram rapida alcalinizagdo do meio em periodos curtos (12 horas),
havendo estabilizagdo apds 24 horas até o dia 28. Nos grupos associados ao OM, a
liberagao inicial foi mais lenta, conseguindo atingir graus de alcalinizagdo semelhantes
aos outros grupos apoés 24 horas. Deste modo, a adicdo dessas substancias ao HC
nao foi capaz de prejudicar a dissociagao idnica.

Alguns estudos observaram que a presenca de CLX n&o alterou o pH do HC
[45-48]. Guerreiro-Tanomaru et al. [49], também observaram que a adi¢cdo de CLX a
0,4% nao prejudicou a dissociacéo de ions, entretanto, estes autores observaram
progressivo aumento de pH ao longo do tempo, enquanto que em nosso estudo, houve
uma rapida liberacdo nas primeiras 12 horas e estabilizacdo até o dia 28 apesar de
utilizarmos o mesmo veiculo para as pastas (polietilenoglicol 400), com a diferenga 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 utilizagdo de dentes bovinos para avaliagdo de pH foi descrita previamente
[49]. Nos periodos iniciais da analise, o pH da solugdo se mostrou inferior quando
comparado aos demais periodos, possivelmente, devido a dificuldade de difusdo dos
ions por meio dos tubulos dentinarios. Para que a MIC atue de maneira efetiva, os
ions hidroxila resultantes da dissociacdo da MIC deve atingir o meio externo,
garantindo a atuagdo em todo o sistema de canais radiculares [15]. E possivel
observar que o grupo C1 (presenga de cavidade na superficie radicular, porém, sem
MIC) apresentou pH superior quando comparado ao grupo C2 (sem MIC e
completamente impermeabilizado), confirmando a capacidade tampao da dentina,
observada previamente [50].

Todas as medicacgdes intracanal foram capazes de alcalinizar o meio. Na maior
parte dos periodos observados as medicagdes se comportaram de maneira similar ao
grupo HC/PL.

Conclusoes

Diante das metodologias utilizadas, € possivel concluir que o 6leo de melaleuca
e clorexidina associados ao hidroxido de calcio apresentam maior atividade
antimicrobiana quando comparado ao hidroxido de calcio sobre Enterococcus faecalis.

A adigdo do oleo de melaleuca e clorexidina ao hidroxido de calcio nas concentragdes
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estudadas ndo alterou a capacidade de liberagao de ions hidroxila. Estas medicacdes

intracanal apresentam potencial para utilizag&o clinica.

Referéncias

1. Nair PN (2006) On the causes of persistent apical periodontitis: a review. Int
Endod J 39:249-281.

2. Baumgartner JC, Siqueira JF, Sedgley CM, Kishen A (2008) Microbiology of
endodontic disease. In: Ingle JI, Bakland LK, Baumgartner JC, (ed). Ingle’s
Endodontics, 6th edn. Hamilton, Ontario, Canada, pp 221-222.

3. Ricucci D, Siqueira JF (2010) Biofiims and apical periodontitis: study of
prevalence and association with clinical and histopathologic findings. J Endod
36:1277-1288.

4. Haapasalo M, Udnaes T, Endal U (2003) Persistent, recurrent and acquired
infection of the root canal system post-treatment. Endod Topics 6:29-56.

5. Roégas IN, Siqueira JF, Santos KR (2004) Association of Enterococcus faecalis

with different forms of periradicular diseases. J Endod 30:315-320.

6. Stuart CH, Schwartz SA, Beeson TJ, Owatz CB (2006) Enterococcus faecalis:
its role in root canal treatment failure and current concepts in retreatment. J
Endod 32:93-98.

7. Love RM (2001) Enterococcus faecalis--a mechanism for its role in endodontic
failure. Int Endod J 34:399-405.

8. George S, Kishen A, Song KP (2005) The role of environmental changes on
monospecies biofilm formation on root canal wall by Enterococcus faecalis. J
Endod 31:867-872.

9. Tanomaru-Filho M, Leonardo MR, Silva LAB (2002) Effect of irrigating solution
and calcium hydroxide root canal dressing on the repair of apical and periapical
tissues of teeth with periapical lesion. J Endod 28:295-299.



33

10.Lana PEP, Scelza MFZ, Silva LE, Mattos-Guaraldi AL, Hirata-Junior R (2009)
Antimicrobial activity of calcium hydroxide pastes on Enterococcus faecalis

cultivated in root canal systems. Braz Dent J 20:32—36.

11.Tanomaru JM, Leonardo MR, Tanomaru Filho M, Bonetti Filho I, Silva LA (2003)
Effect of different irrigation solutions and calcium hydroxide on bacterial LPS.
Int Endod J 36:733—739.

12.Yang WK, Kim MR, Lee Y, Son HH, Lee W (2006) Effect of calcium hydroxide-
treated Prevotella nigrescens on the gene expression of matrix
metalloproteinase na its inhibitor in MG63 cells. J Endod 32:1142-1145.

13.Mizuno M, Banzai Y (2008) Calcium ion release from calcium hydroxide
stimulated fibronectin gene expression in dental pulp cells and the differentiation
of dental pulp cells to mineralized tissue forming cells by fibronectin. Int Endod
J 41:933-938.

14.Mohammadi Z, Dummer PMH (2011) Properties and applications of calcium

hydroxide in endodontics and dental traumatology. Int Endod J 44, 697-730.

15.Andreasen J, Jensen L, Christensen SSA (2006) Relationship between calcium
hydroxide pH levels in the root canals and periodontal healing after replantation
of avulsed teeth. Endod Topics 14:93-101.

16.Zmener O, Pameijer CH, Banegas G (2007) An in vitro study of the pH of three

calcium hydroxide dressing materials. Dent Traumatol 23:21-25.

17.Valero M (2008) Plant oils and anti-pathogen immune stimulation. In: Watson
RR, Preedy VR (Ed) Botanical Medicine in Clinical Practice. CABI, Cambridge,
pp. 164-174.

18.Greay SJ, Ireland DJ, Kissick HTA, Levy MW, Beilharz TV, Riley CF, Carson
CF (2010) Induction of necrosis and cell cycle arrest in murine cancer cell lines
by Melaleuca alternifolia (tea tree) oil and terpinen-4-ol. Cancer Chemother
Pharmacol 65:877—-888.



34

19.Hart PH, Brand C, Carson CF, Riley TV, Prager RH, Finlay-Jones JJ (2000)
Terpinen-4-ol, the main component of the essential oil of Melaleuca alternifolia
(tea tree oil), suppresses inflammatory mediator production by activated human
monocytes. Inflamm Res 49:619-626.

20.Catalan A, Pacheco JG, Martinez A, Mondaca MA (2008) In vitro and in vivo
activity of Melaleuca alternifolia mixed with tissue conditioner on Candida
albicans. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 105:327-332.

21.Kwiecinski J, Eick S, Wojcik K (2009) Effects of tea tree (Melaleuca alternifolia)
oil on Staphylococcus aureus in biofilms and stationary growth phase. Int J
Antimicrob Agents 33:343-347.

22.Carson CF, Hammer KA, Riley TV (2006) Melaleuca alternifolia (Tea Tree) oil:
A review of antimicrobial and other medicinal properties. Clin Microbiol Rev
19:50-62.

23.Gomes BPFA, Vianna ME, Zaia AA, Almeida JFA, Souza-Filho FJ, Ferraz CCR
(2013) Chlorhexidine in Endodontics. Braz Dent J 24:89-102.

24.Vianna ME, Horz HP, Conrads G, Zaia AA, Souza FJ, Gomes BP (2007) Effect
of root canal procedures on endotoxins and endodontic pathogens. Oral
Microbiol Immun 22:411-418.

25.Gomes BP, Martinho FC, Vianna ME (2009) Comparison of 2.5% sodium
hypochlorite and 2% chlorhexidine gel on oral bacterial lipopolysaccharide
reduction from primarily infected root canals. J Endod 35:1350-1353.

26.Lima RKP, Guerreiro-Tanomaru JM, Faria-Junior NB, Tanomaru-Filho M (2012)
Effectiveness of calcium hydroxide-based intracanal medicaments against
Enterococcus faecalis. Int Endod J 45:311-316.

27.0liveira LD, Jorge AOC, Carvalho CAT, Koga-Ito Cy, Valera MC (2007) In vitro
effects of endodontic irrigants on endotoxins in root canals. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod 104:135-142.



35

28.Mohammadi Z, Shalavi S (2012) Is chlorhexidine an ideal vehicle for calcium
hydroxide? A microbiologic review. Iran Endod J 7:115-122.

29. Saatchi M, Shokraneh A, Navaei H, Maracy MR, Shojaei H (2014) Antibacterial
effect of calcium hydroxide combined with chlorhexidine on Enterococcus

faecalis: a systematic review and meta-analysis. J Appl Oral Sci 22:356-365.

30.Homeyer DC, Sanchez CJ, Mende K, Beckius ML, Murray CK, Wenke JC,
Akers KS (2015) In vitro activity of Melaleuca alternifolia (tea tree) oil on
filamentous fungi and toxicity to human cells. Med Mycol 53:285-294.

31.Hammer KA, Carson CF, Riley TV, Nielsen JB (2006) A review of the toxicity of
Melaleuca alternifolia (tea tree) oil. Food ChemToxicol 44:616-625.

32.Faria G, Celes MR, De Rossi A, Silva LA, Silva JS, Rossi MA (2007) Evaluation
of chlorhexidine toxicity injected in the paw of mice and added to cultured 1929
fibroblasts. J Endod 33:715-722.

33.Aguiar AS, Guerreiro-Tanomaru JM, Faria G, Leonardo RT, Tanomaru-Filho M
(2015) Antimicrobial Activity and pH of Calcium Hydroxide and Zinc Oxide
Nanoparticles Intracanal Medication and Association with Chlorhexidine. J
Contemp Dent Pract 16:624-629.

34. Menezes MM, Valera MC, Jorge AOC, Koga-Ilto CY, Camargo CHR, Mancini
MNG (2004) In vitro evaluation of the effectiveness of irrigants and intracanal

medicaments on microorganisms within root canals. Int Endod J 37:311-319.

35. Guerreiro-Tanomaru JM, Chavez-Andrade GM, Faria-Junior NB, Watanabe E,
Tanomaru-Filho M (2015) Effect of passive ultrasonic irrigation on Enterococcus

faecalis from root canals: An Ex Vivo Study. Braz Dent J 26:342-346.

36.Cardoso MG, Oliveira LD, Koga-lto CY, Jorge AO (2008) Effectiveness of
ozonated water on Candida albicans, Enterococcus faecalis, and endotoxins in
root canals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 105:85-91.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25631479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25631479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17509413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26423497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26423497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26312969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26312969

36

37.Heling I, Steinberg D, Keni S, Gavrilovich I, Sela MN, Friedman M (1992)
Efficacy of a sustained-release device containing chlorhexidine and Ca(OH)2 in

preventing secondary infection of dentinal tubules. Int Endod J 25:20-24.

38.Basrani B, Tjaderhane L, Santos JM, Pascon E, Grad H, Lawrence HP,
Friedman S (2003) Efficacy of chlorhexidine- and calcium hydroxide—containing
medicaments against Enterococcus faecalis in vitro. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod 96:618-624.

39. Afkhami F, Pourhashemi SJ, Sadegh M, Salehi Y, Fard MJK (2015) Antibiofilm
efficacy of silver nanoparticles as a vehicle for calcium hydroxide medicament

against Enterococcus faecalis. J Dent 43:1573-1579.

40.Leonardo MR, Silveira FF, Silva LAB, Tanomaru Filho M, Utrilla LS (2002)
Calcium hydroxide root canal dressing. Histopathological evaluation of

periapical repair at different time periods. Braz Dent J 13:17-22.

41.Sirén EK, Haapasalo MPP, Waltimo TMT, drstavik D (2004) In vitro
antibacterial effect of calcium hydroxide combined with chlorhexidine or iodine

potassium iodide on Enterococcus faecalis. Eur J Oral Sci 112:326—-331.

42. Tanomaru-Filho M, Sacaki JN, Faleiros FB, Guerreiro-Tanomaru JM (2011) pH
and calcium ion release evaluation of pure and calcium hydroxide-containing

Epiphany for use in retrograde filling. J Appl Oral Sci 19:1-5.

43. McDonnell G, Russell AD (1999) Antiseptics and disinfectants: activity, action,
and resistence. Clin Microbiol Rev 12:147-179.

44.Pacios MG, de la Casa ML, de Bulacio MA, Lopez ME (2004) Influence of
different vehicles on the pH of calcium hydroxide pastes. J Oral Sci 46:107—
111.

45.Basrani B, Ghanem A, Tjaderhane L (2004) Physical and chemical properties
of chlorhexidine and calcium hydroxide-containing medications. J Endod 30:
413-417.



37

46.Souza-Filho FJ, Soares AJ, Vianna ME, Zaia AA, Ferraz CCR, Gomes BPFA
(2008) Antimicrobial Effect and pH of Chlorhexidine Gel and Calcium Hydroxide
Alone and Associated with other Materials. Braz Dent J 19:28-33.

47.Yucel AC, Aksoy A, Ertas E, Guveng D (2007) The pH changes of calcium
hydroxide mixed with six different vehicles. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod 103:712-717.

48.Freire LG, Carvalho CN, Ferrari PHP, Siqueira EL, Gavini G (2010) Influence of
dentin on pH of 2% chlorhexidine gel and calcium hydroxide alone or in
combination. Dent Traumatol 26:276—-280.

49.Guerreiro-Tanomaru JM, Chula DG, Lima RKP, Berbert FLCV, Tanomaru-Filho
M (2012) Release and diffusion of hydroxyl ion from calcium hydroxide-based

medicaments. Dent Traumatol 28:320-323.

50.Haapasalo HK, Sirén EK, Waltimo TMT, @rstavik D, Haapasalo MPP (2000)
Inactivation of local root canal medicaments by dentine: an in vitro study. Int
Endod J 33:126-131.



38

4 PUBLICAGAO 2
Efetividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e analise de pH de

medicagao intracanal a base de hidréxido de calcio associada ao farnesol *

Resumo

Objetivo: Avaliar pH e atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis de
medicacdes intracanal (MIC) a base de hidroxido de célcio (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 apds preenchimento de tubos de polietileno com
as pastas por 12 horas, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A difusao de ions hidroxila por meio
de dentina bovina foi avaliada apds preenchimento de canais radiculares de dentes
bovinos nos periodos 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias. O teste de contato direto sobre
células planctonicas e biofilme de E. faecalis induzido por 15 dias em blocos de
dentina bovina, foi realizado utilizando suspensdo das MIC. A efetividade
antibacteriana também foi avaliada em canais radiculares de dentes de humanos
extraidos. 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 apods
periodo de contaminagao, a segunda coleta (C2), imediatamente apds a remogao das
MIC e terceira coleta (C3), realizada 7 dias apds a remocao das MIC. Foi realizada
contagem de UFCmL™. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados: A adicdao do FAR nao alterou a capacidade de alcalinizagédo do HC.
Todas as MIC foram efetivas contra células plancténicas. As suspensdes 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.

Conclusoées: A adigao de Farnesol 4,5 e 9% potencializou a atividade antimicrobiana

do hidréxido de calcio sem interferir na liberagéao de ions hidroxila.

Palavras-chave: Endodontia. Enterococcus faecalis. Hidroxido de calcio

*Artigo nas normas do periodico International Endodontic Journal.
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Introducgao

O controle de micro-organismos presentes no sistema de canais radiculares
representa um desafio para a desinfeccdo endodoéntica (Wu®' et al. 2014).
Enterococcus faecalis € capaz de formar biofilme, aumentando a sua resisténcia
(Distel et al. 2002). E. faecalis é capaz de permanecer viavel no interior de tubulos
dentinarios por periodos prolongados (Love 2001), mesmo em condi¢cdes adversas e
canais radiculares obturados (Rdogas et al. 2004).

Na tentativa de complementar a desinfeccéo do sistema de canais radiculares,
a medicacgao intracanal (MIC) tem sido indicada (Tanomaru-Filho et al. 2002, Lana et
al. 2009). O hidréxido de calcio (HC) é amplamente utilizado devido as suas
propriedades biolégicas (Tanomaru et al. 2003, Yang et al. 2006, Mizuno & Banzai
2008) e atividade antimicrobiana (Mohammadi & Dummer 2011). A liberagao de ions
hidroxila com difusdo através de tubulos dentinarios contribui com a atividade
antimicrobiana do HC (Andreasen et al. 2006). Estes ions apresentam capacidade de
destruir componentes estruturais da membrana celular das bactérias e diminuir a
atividade biologica celular (Zmener et al. 2007). O HC é capaz de causar danos a
membrana citoplasmatica, DNA e desnaturar proteinas bacterianas (Siqueira & Lopes
1999). Entretanto, apresenta maior dificuldade de atuagdo contra algumas espécies
microbianas encontradas no sistema de canais radiculares (Mohammadi & Shalavi
2012, Saatchi et al. 2014).

Farnesol (FAR) é um alcool sesquiterpeno comumente encontrado na propolis e
Oleos essenciais de frutas citricas e apresenta efeitos antibiofilme por preveng¢ao na
sua formacao ou atuacdo em biofilmes estabelecidos (Alves et al. 2013a). FAR é
capaz de inibir ou reduzir a formagao 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 substancia
inibe a produgao de acido e a sintese de glucano por S. mutans no biofilme (Koo et al.
2005). Os biofilmes formados na presenga de FAR contém menos biomassa e
apresentam mudangas na composigao da matriz (Gomes et al. 2011, Alves et al.
2013a). Desta maneira, FAR apresenta potencial para ser utilizado contra biofilmes
durante o tratamento endodéntico (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 a base de HC associada ao FAR 4,5 ou 9%. As hipoteses nulas sao (a)
adicdo do FAR ao HC n&o altera as propriedades antimicrobianas do HC e (b) adigéo

do FAR nao altera a dissociacao idnica do HC.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos (CEP),
protocolo nimero 1.280.669 (Anexo 1), e pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA), protocolo numero 43/2014, da Faculdade de Odontologia de Araraquara da
Universidade Estadual Paulista.

MIC analisadas:

- Hidréxido de calcio + Farnesol 4,5% + polietilenoglicol 400 - HC/FAR 4,5/PL

- Hidréxido de calcio + Farnesol 9% + polietilenoglicol 400 - HC/FAR 9/PL.

- Hidréxido de calcio + polietilenoglicol 400 - HC/PL.

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

Testes de pH

Determinagao do pH das solugées em tubos de polietileno

Tubos de polietilieno com 10 mm de comprimento e 1 mm de didmetro interno
foram preenchidos com as MIC com auxilio de seringa plastica de 3 mL e agulha 1,2
x 40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil). Os tubos foram
submersos em frascos plasticos com tampas contendo 10 mL de agua destilada com
pH previamente aferido. Os frascos foram mantidos em estufa a 37 °C. Apds 12 horas
de imersao, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos com o auxilio
de uma pinga clinica. A solucao resultante de cada um dos frascos utilizados foi
utilizada para realizar a afericdo do pH. Este procedimento foi repetido pelos periodos
de 1, 3,7, 14, 21 e 28 dias.

O pH das solugdes foi determinado com o auxilio de um pHmetro digital Digimed
DM-21 (Digicrom Analitica Ltda., S&do Paulo, Brasil) a temperatura ambiente, 25°C.
Previamnete a aferigcdo do pH e durante todo o periodo experimental, o dispositivo foi

calibrado com solugdes tampéao de pH 4, 7 e 10.
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Difusao de ions hidroxila em dentina bovina

Foram utilizados 72 dentes de bovinos. As coroas dentarias foram seccionadas
em Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA) e comprimento das raizes padronizado
em 15 mm. Os espécimes foram submersos em solugdo de NaOCI 2,5% por 48 horas
e enxaguados em agua destilada por 4 dias. Os canais radiculares foram
instrumentados 1 mm aquém do comprimento do dente até a lima K #110 (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suiga). A irrigacao foi realizada com solugédo de NaOCI 2,5%
(Instituto de Quimica, Araraquara, UNESP - Brasil) durante todo o preparo
biomecanico. Foram utilizados 5 mL no inicio e ao final da instrumentacédo e 2 mL a
cada troca de limas. Gates-Glidden numero 5 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga)
foi utilizada até o comprimento de 11 mm. Solug¢ao de EDTA 17% (Odahcam Dentsply,
Petrépolis, RJ, Brasil) foi utilizada por 3 minutos. A irrigacao final foi realizada com 5
mL de solugao salina.

Cavidade com 4 mm x 2 mm x 0,5 mm (comprimento x largura x profundidade)
foi confeccionada na superficie radicular proximal, entre 5 mm e 9 mm do apice
radicular com broca diamantada 1052 (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, Brasil),
penetrando toda a parte ativa da broca, para padronizagdo da espessura dentinaria
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 superficie radicular externa foi impermeabilizada com adesivo epoxi
(Brascola, Joinville, SC, Brasil) complementado por uma camada de esmalte para
unhas, exceto na area de desgaste do cemento. Além dos grupos contendo as MIC,
um grupo apresentou cavidade, porém, nao foi preenchido com MIC -Controle 1 (C1)
e outro grupo - Controle 2 (C2), os dentes foram completamente impermeabilizados,
incluindo a area da cavidade radicular.

Apods a colocacao das MIC, a abertura do canal radicular foi selada com resina
composta fotopolimerizavel e impermeabilizada. Apds a secagem, as amostras foram
imersas em frascos com tampas contendo 10 mL de agua destilada com pH
previamente aferido. Estes frascos foram armazenados em estufa a 37°C e o pH da
solucdo avaliado nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21, 28 e 60 dias por meio de pHmetro
digital Digimed DM-22 (Digicrom Analitica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) calibrado com pH
4,7 e 10 a temperatura ambiente, 25°C.
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Analise microbioldgica

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em cadmara 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, Ml, EUA) 12 horas antes de cada teste. A pureza foi confirmada por
meio de morfologia macroscopica e microscopica (Coloragdo de Gram). A
concentragdo do indculo bacteriano foi ajustada por meio de espectrofotémetro
(Modelo 600 Plus, Femto, Sao Paulo, SP, Brasil), comprimento de onda igual a 600

nm, a 108 unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFCmL™?).

Contato direto sobre células planctonicas

Foi utilizada uma suspenséao das MIC em agua destilada com concentragao igual
a 25 mg/mL agitada em vortex por 1 minuto e que permaneceu em repouso overnight
a temperatura ambiente.

O in6culo de E. faecalis (50 uL) foi adicionado a 1,45 mL da suspensao 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 diluicdes decimais seriadas até 104. Aliquotas de 100 uL da
mistura foram transferidas para um segundo tubo contendo 0,9 mL de acido citrico a
0,5%, agente neutralizante para as MIC. Este neutralizante foi colocado nos dois
primeiros tubos (10! e 10?) da diluigdo com a finalidade de evitar o efeito carry-over
das MIC.

Cada uma das diluigdes (20 yL) 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 as médias do numero de UFC das trés areas
de crescimento bacteriano, na diluigdo com nimero entre 5 e 50 UFCmL™. Os valores
obtidos expressam, em log10 as médias de colbnias viaveis apds o contato com as

suspensodes testes em cada periodo.
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Contato direto sobre biofilme

Foram confeccionados blocos de dentina a partir de dentes de bovinos com
dimensdes 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 irrigagao abundante.

Os blocos de dentina permaneceram em EDTA 17% por 3 minutos e foram
enxaguados abundantemente com solugdo salina. Em seguida, esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos.

Os blocos de dentina foram distribuidos em placas de cultura celular de 24
pocos. Cada pogo recebeu 200 L de inéculo bacteriano, padronizado em 10’UFCmL-
1 e 1,8 mL de meio de cultura estérilizado BHI e foram mantidos em incubadora
(modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) sob
agitacao constante, em microaerofilia, a 37°C por 15 dias. A cada 48 horas o meio foi
renovado, sem adicdo de novos micro-organismos.

Os blocos de dentina foram lavados duas vezes em salina para remogao das
células ndo aderidas. Em placas de 48 pogos foram colocadas 1mL da suspensao das
MIC na concentragao 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 agua destilada com a finalidade de verificar a viabilidade do
biofilme durante o periodo de contato. Para cada grupo avaliado foram utilizados 6
blocos de dentina com biofilme.

Apos 6 horas de contato, os blocos contendo o biofilme remanescente foram
lavados em solugdo salina esterilizada e, individualmente, inseridos em tubos
eppendorf contendo 1 mL de solugdo salina esterilizada e pérolas de vidro. Os tubos
foram agitados em vortex (modelo Q220, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda.,
Diadema, SP, Brasil) por 1 minuto a fim de promover o rompimento do biofilme aderido
ao bloco de dentina.

Foram realizadas diluicdbes decimais seriadas até 10 utilizando, nos dois
primeiros tubos, os agentes neutralizantes descritos anteriormente. Aliquotas de 20
ML de cada diluigao da suspensao 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-! e os dados

transformados em Log10 para realizagao da analise estatistica.
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Contaminagao de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo

Foram utilizados 72 incisivos inferiores unirradiculares com dimensdes e
anatomia radicular semelhantes. Os dentes foram radiografados para comprovagao
da presenca de um unico canal e auséncia 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 rotatério MTwo (VDW, Munich, Alemanha) até o
instrumento #40/.04, 1 mm aquém do comprimento real do dente. A irrigacao foi
realizada com 2 mL de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1% a cada troca de instrumento.
Os canais radiculares foram inundados com EDTA 17% por 3 minutos. A irrigagao final
foi realizada com 5 mL de solugao salina. Sucessivas lavagens com agua destilada
foram realizadas para remogéo de NaOCI durante 4 dias.

A regido apical foi selada com resina composta fotopolimerizavel (3M ESPE, St.
Paul, EUA) e a superficie radicular externa impermeabilizada com duas camadas de
adesivo epoxi Araldite (Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto na regiao cervical. Os
espécimes foram aleatoriamente distribuidos em placas de cultura de 24 pogos e
fixados com resina acrilica ativada quimicamente (Oliveira et al. 2007) e esterilizadas
em oxido de etileno (Acecil, Campinas, Brasil).

Os canais radiculares foram contaminados com 20 ul de in6culo bacteriano
padronizado em 10’ UFCMI1e incubados a 37°C+1°C, 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 néo recebeu
a suspensao bacteriana, recebendo somente o meio de cultura esterilizado,
atestando, desta maneira, a eficacia da esterilizagao. O controle positivo ndo recebeu
nenhuma medicacdo intracanal, demonstrando a viabilidade bacteriana durante o

experimento.

Coleta microbiolégica

As coletas microbiologicas foram realizadas com os canais radiculares
inundados com solugéo salina estéril e introduzidos dois cones de papel absorvente
estéril (40/.02), um apods outro, por 1 minuto cada e inseridos em tubo Eppendorf

contendo 1 mL de solugéo salina.



45

Ap0s o periodo de contaminagao (21 dias) foi realizada a coleta inicial (C1) para
confirmacédo da contaminagdo por E. faecalis. Os canais radiculares foram
reinstrumentados com lima tipo K ISO 40 e irrigados com solugao salina estéril. Os
canais radiculares foram inundados com solugao de EDTA 17% por 3 minutos e
irrigados com 5 mL de solug&o salina estéril. As MIC foram inseridas com auxilio de
agulha e seringa. Uma mecha de algodéo esterilizada foi adaptada nas entradas dos
canais radiculares e os espécimes foram armazenados em estufa a 37+1°C, em
microaerofilia, por 7dias.

A remocgéo das MIC foi realizada com limas tipo K ISO 40 e os canais irrigados
com 10 mL de solugéo salina fisioldgica estéril. Foi utilizado 1 mL de acido citrico a
0,5%, como agente neutralizante. A irrigagao final foi realizada com 1 mL de solugéo
salina estéril e foi realizada a coleta C2 (p6s medicagao intracanal).

Apdbs C2, os canais radiculares foram preenchidos com solugéo salina estéril. Os
espécimes foram incubados em estufa a 37£1°C, em microaerofilia e umidade relativa
por 7 dias. ApoOs este periodo realizou-se a coleta C3 (7 dias apos remocgéao das MIC)

para verificagdo de possivel recolonizagao do canal principal.

Analise microbiolégica

Os tubos de polietileno contendo os dois cones de papel absorvente foram
agitados em vortex por 1 minuto. Diluicbes decimais seriadas foram realizadas e
aliquotas de 20 pL de cada uma das diluigdes foram plaqueadas em placas de Petri,
contendo Triptic Soy Agar (TSA-Difco). As placas foram incubadas em microaerofilia
a 37+1°C por 48 horas. O crescimento microbiano foi determinado por contagem de

UFCmL e transformados em log10.
Analise estatistica

Os dados obtidos das coletas microbiolégicas e avaliagdo de pH foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5%.

Resultados

Determinagao do pH das solugdées em tubos de polietileno
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Durante todos os periodos de observagdo, o grupo controle (H20 destilada)
apresentou menor pH quando comparado aos demais grupos (p<0,05). No periodo de
12 horas, HC/PL apresentou maior pH, porém, sem diferengca estatistica quando
comparado ao HC/FAR 4,5/PL (p>0,05). No periodo de 3 dias, HC/PL apresentou
menor capacidade de alcalinizagdo. Nos periodos de 7 e 21 dias, menor alcalinizagao
foi observada para HC/FAR 9 (p>0,05).
semelhantes (p>0,05) (Tabela 1).

Apos 28 dias, todos os grupos foram

Tabela 1 Médias de pH e desvio padrao das medicagbes intracanal nos diferentes periodos
observacionais

Medicagdes intracanal

Periodo  HC/FAR 4,5/PL HC/FAR 9/PL HC/PL Controle
12 h 8,688 (:0,632)*® 8,652 (0,369)° 9,197 (+0,292)* 6,710 (+0,058)°
1d 8,178 (+0,447)* 7,817 (+0,232)" 7,983 (+0,548)® 6,736 (£0,149)°
3d 8,408 (+0,309)° 8,290 (0,189)*> 8,055 (+0,341)" 7,085 (+0,187)°
7d 8,066 (:0,307)*® 7,836 (+0,124)> 8,170 (+0,126)* 6,794 (+0,182)°
14 d 8,367 (:0,336)*® 8,098 (+0,353)* 8,495 (+0,186)° 7,142 (+0,269)°
21d 8,155 (+0,419)7 7,648 (+0,225)° 8,247 (+0,476)* 7,089 (x0,158)°
28 d 7,779 (£0,259) 7,781 (+0,163) 7,854 (+0,226)° 7,250 (£0,243)°

HC: hidréxido de calcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: agua destilada.
*Letras diferentes representam diferengas significativas entre os grupos em cada periodo (p

< 0,05).

Difusao de ions 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 periodos analisados, HC/FAR 4,5/PL, HC/FAR 9/PL E HC/PL apresentaram
capacidades de alcalinizagdo semelhante. Os maiores valores de pH foram

observados em periodos mais prolongados (Tabela 2).
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Tabela 2 Médias de pH e desvio padrao das medicagbes intracanal nos diferentes periodos

observacionais

Medicacgdes intracanal

Periodo HC/FAR4,5/PL  HC/IFAR9/PL HC/PL c1 c2
4 7,364 7,604 7,566 7,318 7,078

(£0,254)b (£0,200)? (£0,191) (£0,106)>¢  (£0,095)°
7,140 7,156 7,339 7,084 6,793

3d (£0,112)b (£0,120)? (£0,300)2 (£0,064)>¢  (£0,175)°
7,397 7,712 7,685 7,265 6,553

7d (+0,166)? (£0,553)? (£0,529)2 (£0,140)*°  (£0,548)P
7,718 7,926 7,993 7,206 6,367

14d (£0,238)2b (£0,440)? (£0,549)2 (£0,124)° (£0,263)°
g 7,793 7,874 8,205 7,336 6,869

(£0,332)2b (£0,365)? (+0,453)2 (£0,240)°¢  (£0,323)°
7,713 7,672 7,694 7,457 7,234

28d (£0,224) (£0,208) (£0,218)2 (£0,077)*>  (£0,080)"
8,185 8,141 8,215 7,942 7,490

60 d (+0,057)2 (£0,063)? (£0,140)2 (£0,217)P (£0,079)°

HC: hidréoxido de calcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; C 1: espécimes com
cavidades e sem medicacao intracanal; C 2: espécimes sem cavidades e sem medicacao
intracanal. *Letras diferentes representam diferengas significativas entre os grupos em cada
periodo (p < 0,05).

Contato direto sobre células planctonicas
Todas as MIC utilizadas foram eficazes em eliminar celulas plancténicas de

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

Tabela 3 Média e (desvio padrdao) do nimero de UFCmL™? (log 10) apds os periodos de
contato de 1 e 3 minutos.

Medicacgdes intracanal

Periodo  HC/FAR4,5/PL HC/FAR9/PL HC/PL Controle
1 min 0° 0? 0° 7,846 (+0,360)°
3 min 0° 0? 02 7,830 (0,356)°

HC: hidroxido de calcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: numero de UFCmL-
! (log10) de células planténicas de Enterococcus faecalis *Letras diferentes representam
diferencgas significativas entre os grupos em cada periodo (p < 0,05).
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Contato direto sobre biofilme

Ap06s o periodo 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 padrao) do nimero de UFCmL™? (log 10) das MIC apds periodo de
contato de 6 horas.

Medicacgdes intracanal
Periodo HC/FAR4,5/PL HC/FAR9/PL HC/PL Controle
6h 4,541 (£1,046)2 4,471 (x£0,892)2 5,869 (+0,459)° 7,483 (+0,095)°

HC: hidroxido de calcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: numero de UFCmL"
! (log10) de Enterococcus faecalis. *Letras diferentes representam diferengas significativas
entre os grupos (p < 0,05).

Contaminagao de canais radiculares de dentes de humanos ex vivo

C1 ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos (p>0,05). A C2
comprovou que todas as MIC foram capazes de eliminar bactérias presentes na luz
do canal radicular, ndo apresentando diferencas estatisticas 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 padrdo) do nimero de UFCmL? (log 10) nas diferentes coletas
realizadas

Medicacgdes intracanal

Coleta ~ HC/FAR 4,5/PL HC/FAR 9/PL HC/PL Controle
c1 6,669 (£0,333)2 6,838 (+0,337)° 6,716 (+0,549)° 6,678 (£0,547)
C2 0 02 0 6,048 (£0,478)

C3 1,068 (£1,785)  0,4875 (£1,542)° 3,294 (2,336)*" 5,725 (+0,400)°

HC: hidréxido de calcio; FAR: farnesol; PL: polietilenoglicol 400; Controle: dentes
contaminados com Enterococcus faecalis que nao receberam medicacao intracanal. *Letras
diferentes representam diferengas significativas entre os grupos em cada coleta (p < 0,05).

Discussao

O comportamento de liberagao de ions hidroxila por uma MIC a base de HC é
importante, uma vez que o seu efeito antimicrobiano é atribuido a liberagao de ions
hidroxila, que se difundem através de tubulos dentinarios até a superficie externa da

raiz (Andreasen et al. 2006). Estes ions s&o 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 bioldgica celular,
causando efeito letal para microrganismos (Zmener et al. 2007).

No presente estudo, todas as MIC foram capazes de alcalinizar o meio. No
periodo correspondente a 12 horas houve rapida liberagdo de ions hidroxila para
HC/PL. Apds 1 dia, as MIC apresentaram pH semelhantes. De um modo geral, a
adicdo do FAR n&o alterou a capacidade de dissociagao idbnica da MIC. HC/FAR 9/PL
a liberacao de ions foi levemente prejudicada em comparagao ao HC/PL em alguns
periodos (p < 0,05). Este fato pode ser explicado, uma vez que a capacidade de
liberacdo de ions pode ser afetada se forem incorporadas substancias ou veiculos
diferentes ao HC (Pacios et al. 2004). FAR apresenta-se como 0leo, podendo
contribuir para a dissociacdo mais lenta de ions. No entanto, pequena alteracao foi
observada uma vez que o veiculo para todas as pastas foi viscoso (polietilenoglicol
400).

Dentes bovinos foram utilizados previamente para avaliagao do pH (Guerreiro-
Tanomaru et al. 2012). Os resultados da difusdo de ions hidroxila em dentina bovina
mostraram que nos primeiros periodos de analise, o pH da solu¢ao foi menor quando
comparado a periodos mais prolongados, provavelmente, este fato se deve a
dificuldade dos ions hidroxila se difundirem por meio dos tubulos dentinarios, atingindo
0 meio externo. Entretanto, a capacidade destes ions em alcangar o meio externo é
muito importante para que a MIC atue em todo o sistema de canais radiculares
(Andreasen et al. 2006). Além disso, € possivel observar que o grupo C1 (presenca
de cavidade na superficie radicular, porém, sem MIC) apresentou maior pH que o
grupo C2 (sem MIC e completamente impermeabilizado), evidenciando a capacidade
tampdo da dentina (Haapasalo et al. 2000). Os trés grupos contendo MIC
comportaram-se de maneira semelhante quanto a capacidade de dissociagéo idnica,
assim, a incorporacao de FAR ao HC nao interferiu na liberacdo de ions hidroxila,
concordando com alguns autores que adicionaram outras substancias ao HC (Yucel
et al. 2007, Souza-Filho et al. 2008, Guerreiro-Tanomaru et al. 2012).

Todas as medicagdes foram eficientes na completa eliminacao de células de E.
faecalis em sua forma plancténica. Estes resultados corroboram com achados
encontrados previamente no qual medicagdes a base de hidréxido de calcio foram

efetivas durante curto periodo de contato (Aguiar et al. 2015).
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E. faecalis apresenta organizacdo em biofilme apds incubagdo em blocos de
dentina bovina em periodo proximo 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, apds o periodo de 6
horas de contato entre a suspensédo das MIC com o biofilme, a presenga do FAR
proporcionou melhores resultados.

A contaminacgao de canais radiculares de dentes de humanos por Enterococcus
faecalis durante 21 dias para avaliagao da atividade antimicrobiana tem sido indicada
(Guerreiro-Tanomaru et al. 2015, Aguiar et al. 2015) possibilitando a formacao de
biofiime n&o apenas a luz do canal radicular, mas também no sistema de canais
radiculares.

HC apresenta atividade antimicrobiana (Mohammadi & Dummer 2011), inibigao
da reabsorgéo dentaria e indugédo de formagao de tecido mineralizado (Mizuno M &
Banzai, 2008), estimulacdo de proliferagdo de osteoblastos (Yang et al. 2006) e
capacidade de inativagdo de endotoxinas bacterianas (Tanomaru et al. 2003). O
presente estudo confirma a necessidade de associacdo do HC a substancias
antimicrobianas na tentativa de potencializar a sua efetividade, especialmente contra
Enterococcus faecalis.

FAR é um composto hidrofébico 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 ja estabelecidos (Alves et al. 2013a) e induzir alteragées na matriz do
biofilme (Katragkou et al. 2015). FAR apresenta efeito sinérgico quando associado a
antifungicos como fluconazol e anfotericina B (Katragkou et al. 2015), além disso,
apresenta efeito contra células planctonicas e biofiime de S. mutans (Horev et al.
2015). O presente estudo mostra que a associagdo do FAR ao HC apresenta
excelente potencial para uso como MIC.

Os resultados deste estudo na coleta realizada logo apds a remogéao das MIC
mostram eliminagao dos micro-organismos no canal principal, conforme demonstrado
previamente (Lima et al. 2012). Apds a remogao das MIC e manutengao de solugao

salina nos canais radiculares, € possivel recuperar micro-organismos viaveis no
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interior dos tubulos dentinarios (Lima et al. 2012, Aguiar et al. 2015, Guerreiro-
Tanomaru et al. 2015). Deste modo, na coleta C3, aumento no nimero de UFCmL?
foi observado em todos grupos. Entretanto, quando utilizado o FAR combinado ao HC,
a recuperacgao 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 satisfatérios, HC/PL apresentou 7 entre 10 culturas
positivas de E. faecalis e, em comparacao a C1 houve recuperacao de 49,04% de
micro-organismos em C3. Uma provavel justificativa consiste na resisténcia 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 contaminagao
de dentes ex vivo. Biofilmes de Staphylococcus epidermidis na presenca de FAR
apresentaram menor biomassa e alteragées na composi¢ao da matriz, demonstrando

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

Conclusoées

Diante das metodologias utilizadas, é possivel concluir que a adicdo do
Farnesol ao hidroxido de calcio nas concentragbes estudadas nao alterou a
capacidade de liberagao de ions hidroxila. A associagao do Farnesol ao hidroxido de
calcio apresenta maior atividade antimicrobiana quando comparado ao HC contra

Enterococcus faecalis.
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5 CONCLUSAO

Diante das metodologias utilizadas, € possivel concluir que:

O d6leo de melaleuca e clorexidina associados ao hidroxido de calcio
apresentam maior atividade antimicrobiana quando comparado ao
hidroxido de calcio contra Enterococcus faecalis.

A adicdo do dleo de melaleuca e clorexidina ao hidroxido de calcio nas
concentragdes estudadas nao alterou a capacidade de liberagéo de ions
hidroxila.

A associacdo do farnesol ao hidroxido de calcio apresenta maior
atividade antimicrobiana quando comparado ao hidréxido de calcio
contra Enterococcus faecalis.

A adicdo do farnesol ao hidréxido de calcio nas concentragbes
estudadas ndo alterou a capacidade de liberagéo de ions hidroxila.
Estas medicagbes intracanal apresentam potencial para utilizagado

clinica.
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objetivos especificos serdo: 1-Determinar o pH por meio de tubos de polistilena 2-Avaliar a propriedade
antibacteriana por meio de teste de

contato direto sobre células planctdnicas 3-Avaliar a propriedade antbacteriana por meio de contato dirsto
sobne bicfilme £-Avaliar a dfus3o de ions hidroxila em dentina bovina S-Awaliar 3 propriedades antibactsrana
{ antbicfimes em dentes humanos sx wivo.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Fiscos: serao minimizados acs pesquisadores durante o exame radicgrafico a fim de padronizar os

Endereqoc  HUMATA 1220

Eabro: CENTRO CEF: {2z01-sa
UF: 5P Muniolplo:  ARARSTUASA
Telefore:  [4g3301-£453 E-mall: c=pfffoarunespbr

Fagns IH de 04

62



FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE W"‘“
ARARAQUARA - UNESP

<P

n,

I

r et
LT TTe————

Corginuss o de Pansser 1550 820

especimes, pois serd utfizado um sistema radiografico digital juntaments com uma caixa de chumbo. Mo
laboratério de Ensaios Microbioldgicos, os profissionais envolvidos fardo uso de EPIs indicados quanto ao
Mapa de Risco de cada ambients.

Beneficios: estao relacionados as observagdes com relagio as buscas de novas medicagbes intracanal,
com o objetive de desenvolver melhores materiais com potencial utdizagde clinica que visem aumentar os
casos de sucesso na terapia endodintica

Comentarios e Considerapbes sobre a Pesquisa:

& partir dos testes que serdo conduzidos com as associagdes entre hidromido de cdlcie associado ao dleo de
melaleuca 4.5 e 9,0%, farmneso 4,5 e 8.0% ou clorexiding 0,4% sspera-se cbier aumento da atividade
antimicrobiana / antibicfilme contra Enterncoccus faecalis e manutencdo do pH elevado destas associaghes
por periodos mais prolongados quando comparado 3 pasta Calen isclada, potencializando o efeits contra E.
fa=calis.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Os arquives sobre o projeto. informagdes basicas so projeto, banco de dentes, folha de rosto, termo de
compromisso, devolugdo de material biclogico, declaragdo de ressarcimento, autorizagdo para uso de
laboratarios & TCLE foram apresentados. A resposta a pendéncia encontra-se no projeto; os oleos
essenciais serao adquindos comerciaments da manea Sipma. A determinagdo das concentragdes dos oleos
essenciais foram determinadas 3 partir de estudes prévics realizados pela pesquisadora responsavel quanto
a concentragdo Inibitdria Minima (CIM ) e Concentragdo Bactericida Minima (CEM). A proposta € avaliar a
atividade antimicrobiana destes dlecs essenciais associades ao hidroxido de cdlcio no intuito de substiuigde
ao Paramonocorofencl eanforade wtilizado atualmente nas medicagpdes intracanal. As concentragies reais
na pasta foram alteradas com relagdo ao projeto inical, pois o calculo anteriommente havia sido reafizado
quanio a porcentagem no veiculolpolistilenoglicol 400) & ndo na quantidade final da pasta, portanto as
concentragbes de 10 & 20% em veicule, na pasta representaram 4.5 & 9% destes dleos.

Recomendagdes:

Recomenda-se a8 aprovagio do projeto de pesquisa para seu desenvolvimento, comunicando a
pesquisadora responsavel que o termo de compromisso envisdo em cumprr as nommas do CEP, n3o esta
cam o nome da Coordenadora atual do CEP.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Os pesquisadones esperam que a partr dos resultados desta pesquisa possam ser obtidas associaghes com
potencial capacidade de utilizag3e como medicagao intracanal na terapia
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endoddntica.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em rewnido de 14 de Outubre de 2015,

mo

Cgrant

) pesquisador devera encaminhar relztdrios parciais a cada 01 {um} ano até o prazo final da pesquisa,
quands devera encaminhar o relatorio final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixoe relacionados:

Tipo Cocumento Arquivo Postagem Aurtor SHuagao
Informagoes Basicas| FB_| | L) | SIZ0TE Acatn
do Projsto BROJETD 541872 pof FHI04E

[ Frojeto Detalhado | | Prosto. pdt ZtEZ0S |JuEne Mana Acets

Brochura 1242 | Guemeno Tanoman

| Investigador

Chtroes Banco_de dentes pdf 28022015 |Julizne Mara Ao
1452311 | Guemeino Tanomaru

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 25022015 |Julizne Mara Ao
131220 | Guemeino Tanomanu

Uedaragan de temmo_de_compromisso.pdr 202012 | JuiEne Mana Acatn

Pesquisadores. 155762 | Guemero Tanoman

Chutroes Cievolucao_materal_biclogico. pdf 21022015 | Julizne Mana HAeeito
155718 | Guemeino Tanomaru

Chutros dedaracan_nao_ressarcimento pdf 20022015 | Julisne Maria Acaitn
155628 | Guemeino Tanomaru

Cwtros Sutcrizacas_|ab_micro. pdf 21022015 | Julizne Mania Acaito
155520 | Guemeino Tanomaru

Chtroes Autorizacac po 21022015 |Julizne Mara Ao
1558424 | Guemeino Tanomaru

TCLE [ Termos de | TGLE.pat aorE20is [ Juliane Mana Acefo

Assentimento / Zx11:21  |Guemeino Tanomanu

Justificstiva de

Aarsenciz

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da COMEP:
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