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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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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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