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RESUMO

A proposta desta pesquisa foi padronizar a associacdo de trés microrganismos
(E. faecalis, C. albicans e E. coli) em canais radiculares e avaliar a efetividade de
extratos naturais como agentes irrigantes e medicacdo intracanal sobre os
microrganismos e endotoxinas. Foram utilizados 60 dentes humanos,
unirradiculados, com tamanho padronizado em 16 mm, o0s quais foram
esterilizados e fixados em placas de cultura celular. Na 12 parte, em 12
espécimes, foi padronizada a associacdo dos trés microrganismos utilizando
guatro modelos experimentais diferentes. Ap0s padronizagdo, 48 espécimes
foram contaminados com suspensfes de E. coli, E. faecalis e C.albicans, sendo
o periodo total de contaminacdo de 28 dias. Apds, os canais radiculares foram
preparados biomecanicamente, sendo divididos em 4 grupos experimentais
(n=12) de acordo com o agente irrigante utilizado: G1) extrato glicélico de
propolis; G2) extrato glicélico de salvia; G3) solugdo de clorexidina 2% e G4)
solucéo fisiolégica (controle). Todos os espécimes receberam como medicacao
intracanal (MIC) pasta de bardana + hidroxido de calcio por 14 dias. Foram
realizadas quatro coletas do contetdo do canal radicular. Para todas as coletas
foram realizadas analise microbioldgica (semeadura em meio de cultura seletivo
e contagem de UFC/mL) e quantificacdo de endotoxinas (lisado de Limulus). Os
resultados foram analisados estatisticamente (ANOVA e teste de Tukey, 5% /
Kruskall Wallis e Dunn, 5%). Nos grupos G1 (prépolis) e G3 (clorexidina) houve
eliminacdo total dos microrganismos ap6s instrumentacdo, sendo
estatisticamente diferente dos grupos G2 e G4 (p<0,05). A salvia (G2)
apresentou melhores resultados que o controle (G4) na 12 coleta apés
instrumentacdo, entretanto, na 22 coleta foram semelhantes. Apds medicacao
intracanal, em todos os grupos houve eliminacdo dos trés microrganismos
(p>0,05). Todos os grupos apresentaram grande quantidade de endotoxinas
apls instrumentacao, principalmente na 22 coleta (p>0,05). Houve significativa
reducdo de endotoxinas apés medicacao intracanal (p>0,05). De acordo com 0s
resultados, pode-se concluir que: a) é possivel a associacdo dos trés
microrganismos em canais radiculares; b) a prépolis foi efetiva sobre E. faecalis,
C. albicans e E. coli, com efeito residual, enquanto a salvia apresentou menor
efetividade, sem efeito residual; c) a MIC (bardana + hidroxido de célcio) foi
efetiva sobre E. faecalis, C. albicans e E. coli; d) somente a MIC (bardana +
hidroxido de calcio) foi capaz de neutralizar endotoxinas em canais radiculares.

PALAVRAS-CHAVE: associacdo microbiana; irrigantes do canal radicular;
medicacao intracanal; endotoxinas; extratos naturais.



1 INTRODUGCAO

Os microrganismos e seus produtos exercem um
importante papel etiolégico no desenvolvimento e manutencdo das
alteracdes pulpares e periapicais®. De acordo com Sundqvist et al.'*’, a
infeccdo em dentes com necrose pulpar e periodontite apical € induzida
por combinagbes especificas de bactérias anaerdbias facultativas e
estritas, sendo que o0s microrganismos envolvidos na infeccao
endoddntica primaria sao predominantemente anaerobios Gram-

negativos®’.

A progressdo da infeccdo endodbntica primaria
geralmente ocorre da seguinte forma: nos estagios iniciais, bactérias
facultativas prevalecem; apds aproximadamente sete dias, 50% da
microbiota € composta por anaerdbios Gram-positivos e Gram-negativos
e, em trés meses, esta proporcdo atinge 85%; apds seis meses, 0S
anaerobios estritos constituem mais de 90% da microbiota do canal
radicular®>®°,

As infeccbes primérias sdo geralmente polimicrobianas
com predominio de bactérias anaerébias®'*’. Embora mais de duzentas
espécies microbianas tenham sido identificadas de infeccdes
endodoénticas, um grupo mais restrito composto por 15 a 30 espécies tem
sido considerado como principais patégenos endoddnticos'*®. Dentre os
géneros predominantes, tém-se diversos microrganismos Gram-
negativos, como Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Campylobacter e Tannerella®*3¢4"80120  Em 1994, Tani-Ishii et al.'®
verificaram predominio de anaerdbios estritos Gram-negativos nos canais
radiculares de ratos durante a fase ativa de desenvolvimento de lesbes
periapicais. Bactérias Gram-negativas liberam endotoxinas (complexos
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lipopolissacaridicos), com potente agdo citotoxica, que contribuem para
inicio e manutencéo da inflamagcéo pulpar e periapical®*33,

Diante da infeccdo endodontica, o principal objetivo do
tratamento é a eliminacdo de microrganismos e seus produtos do sistema
de canais radiculares por meios mecanicos e quimicos™. Durante a
instrumentacdo do canal radicular, varios agentes antimicrobianos tém
sido utilizados como irrigantes endoddnticos ou como substancia quimica
auxiliar, destacando-se hipoclorito de sddio e clorexidina, em solucéo ou
gel?* 0137146 Contudo, é possivel que microrganismos mais resistentes
permanecam no interior dos canais radiculares apds o preparo
biomecanico ou, ainda, penetrem no sistema de canais radiculares
durante ou apés o tratamento endoddntico®®, especialmente em dentes
com falhas no selamento coronéario. Nestes casos, 0S microrganismos
podem promover infec¢cdes secundarias e/ou persistentes, contribuindo

para o insucesso do tratamento.

Nas infec¢des secundarias e/ou persistentes, a microbiota
€ geralmente composta por um namero bem menor de espécies que as
infeccdes primarias, sendo as bactérias Gram-positivas
predominantes®®®*'%8. Os principais patégenos associados com infeccdo
pulpar secundaria e/ou persistente pertencem aos géneros Enterococcus,
Actinomyces, Streptococcus, Candida, Propionibacterium, Staphylococcus

e Pseudomonas®128138

, sendo as espécies E. faecalis e C. albicans
predominantes®’.

Sabendo-se que as infec¢Bes dos canais radiculares sdo
polimicrobianas, os agentes irrigantes utilizados durante o preparo
biomecanico devem ter amplo espectro de acdo antimicrobiana, além de
capacidade de dissolver tecidos, auséncia de toxicidade e, ainda,

81,84,111,148

capacidade de inativar endotoxinas Dentre as solucdes

irrigadoras mais frequentemente utilizadas, o hipoclorito de sédio merece

destaque devido a suas propriedades antimicrobianas e capacidade de

49,118,144

dissolver tecidos , entretanto, € toxico para os tecidos periapicais,
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principalmente em concentracées mais altas, e ndo tem demonstrado
acao efetiva sobre endotoxinas®®®*,

A clorexidina, em gel ou solugdo, também tem sido
utilizada como irrigante endoddntico ou substancia quimica auxiliar devido
seu amplo espectro de acdo antimicrobiana, substantividade e relativa

auséncia de citotoxicidade’>1%81%

, entretanto, ndo apresenta capacidade
de dissolver tecidos e tem pouca ou nenhuma ac&o sobre endotoxinas®”.
Assim, a terapia endodontica precisa ser mais estudada, a fim de
conseguir um agente irrigante que preencha todos o0s requisitos
necessarios para sua finalidade.

Atualmente, houve um crescente interesse na utilizacéo
de substancias naturais em diferentes areas bioldgicas, muitas vezes
como meétodos alternativos de tratamento. A flora brasileira € muito
diversificada e rica, sendo que muitas de suas plantas sdo usadas na

medicina natural®

, sendo necessarias andlises mais especificas para
uma possivel utilizacdo destas plantas na area odontolégica, por exemplo,
como solugbes irrigadoras alternativas do canal radicular. Estudos tém
demonstrado atividade antimicrobiana de cha verde, cha preto, cacau,
propolis, tomilho, alho, mamona, bardana, Oleos essenciais de salvia,
crotons, capim-limdo, orégano e horteld, entre outros, sobre diferentes
microrganismos?%:30:32:38.53.61.86.8487 ' Aqqim | torna-se interessante avaliar a
acado de extratos naturais sobre microrganismos e endotoxinas
freqientemente encontrados em infec¢des primarias e secundarias dos

canais radiculares, a fim de ampliar ou modificar a terapia endodontica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microrganismos nas infec¢des pulpares e periapicais

A infeccdo do tecido pulpar, que normalmente progride
para periodontite apical, € geralmente causada por associacfes de
microrganismos'*®®, de modo que o principal foco do tratamento
endodéntico € a eliminacdo dos microrganismos e seus produtos do
sistema de canais radiculares antes da obturacéo endoddntica®.

A microbiota dos canais radiculares infectados esta
constantemente sendo identificada, sendo que novas espécies
microbianas sédo descobertas, de acordo com a evolu¢cédo dos métodos de
identificacdo e cultivo dos microrganismos isolados. Até 1970, os
microrganismos comumente isolados dos canais radiculares eram
facultativos ou aerotolerantes, especialmente Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Enterococcus spp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas spp. e leveduras (Candida albicans)®®. Com o
desenvolvimento das técnicas de isolamento e cultivo de anaerdbios
estritos, em meados dos anos 70, pode-se verificar que as infec¢des da
polpa e do periapice eram causadas especialmente por tais
microrganimos**#%1%,

Assim, tradicionalmente, os microrganismos tém sido
identificados por técnicas de cultura, entretanto, nos ultimos anos, a
tecnologia da biologia molecular tem sido aplicada na investigacdo da
microbiota endodoéntica associada com diferentes formas de periodontite

apical’®’®!* Os métodos moleculares podem superar as limitacées das
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técnicas de cultura, incluindo a identificacdo de espécies ainda néo
cultivaveis e a identificacdo mais segura das espécies cultivaveis'*
(Siqueira Junior e Rocgas, 2005). Com isso, um grande espectro de
espécies microbianas tem sido revelado nas infeccdes da polpa e
periapice’®8%14,

As infecgbes primarias dos canais radiculares sao,
geralmente,  polimicrobianas com  predominio de  bactérias
anaer6bias*®*?®*®  De acordo com Siqueira Junior et al.'*®, apesar de
mais de 200 espécies microbianas terem sido identificadas de infeccbes
endodoénticas, um grupo mais restrito composto por 15 a 30 espécies tem
sido considerado como principais patégenos endodénticos®. A infeccéo
endodontica primaria geralmente inicia com bactérias facultativas, sendo
gue, normalmente, apos sete dias 50% da microbiota é composta por
anaerobios Gram-positivos e Gram-negativos. ApOGs aproximadamente
trés meses, esta proporcao atinge 85% e ap0s seis meses, 0s anaerobios
estritos constituem mais de 90% da microbiota do canal radicular®>®,
Geralmente, os géneros predominantes sédo: Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium, Campylobacter, Tannerella, Treponema,
Peptostreptococcus, Actinomyces e Eubacterium?®3*36:47:80.112.120.142
Bactérias facultativas e microaerodfilas também sao frequentemente
encontradas em infec¢des primarias.

Em 2003, Siqueira Junior e Roécas™® relataram a
importancia do sinergismo bacteriano entre algumas espécies de
microrganismos na infec¢cdo primaria do canal radicular. Os autores
demonstraram associagdo positiva de D. pneumosintes (bacilo anaerdbio
Gram-negativo) com outros microrganismos, principalmente T. denticola e
P. endodontalis em canais radiculares com polpa necrosada e leséo
periapical. Estes achados sugeriram gque o sinergismo bacteriano tem um
papel importante na patogénese de diferentes formas de lesbGes

I 121

periapicais. Em 2007, Siqueira Junior et a confirmaram a natureza

polimicrobiana das infec¢cdes endodoénticas primarias com predominio de
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bactérias anaerdbias. Segundo estes autores, 0s microrganismos mais
prevalentes foram Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Pseudoramibacter alactolyticus, Micromonas micros e estreptococos,
sendo que alguns dos isolados eram espécies ainda ndo caracterizadas e

espécies recentemente nomeadas. Vianna et al.'**

relataram que
espécies pertencentes a divisdo Synergistes, pobremente caracterizadas,
tém sido reportadas em infecgces endodonticas e podem fazer parte da
etiologia das doencas periapicais. Estes autores caracterizaram e
guantificaram filotipos de Synergistes em 32 canais radiculares infectados,
utiizando PCR real time e compararam com a quantificacdo de
reconhecidos patdégenos endodonticos como Prevotella intermedia,
Porphyromona gingivalis e Treponema. Os autores concluiram que a
prevaléncia e quantidade de Synergistes ocorreu dentro do nivel de
outros patdgenos analisados, sugerindo sua relevancia clinica nas
infeccbes endodobnticas. Além disso, a diversidade de Synergistes
encontrada nos sitios da doenca designa canais radiculares infectados
como um importante ecossistema humano promovendo varios micro-
nichos Unicos para este moderno grupo de bactérias. Siqueira Junior e

15 também investigaram a presenca e identidade de filotipos n&o

Récas
cultivados da divisdo Synergistes em infec¢cdes primarias dos canais
radiculares usando protocolo PCR. Os resultados demonstraram que 0s
filotipos Synergistes ainda ndo cultivados estdo presentes na microbiota
endodbntica e que eles podem representar papel na etiologia das
periodontites apicais.

Atualmente, tem-se verificado que a introdugcédo de
métodos moleculares na identificagdo microbiologica permite uma melhor
compreensao do perfil microbiano das infec¢gées endodoénticas primarias,
pois permite a identificacdo de algumas espécies que foram subestimadas

nos estudos de cultura, como Treponema spp.>**%, Filifactor alocis®*,

34,103 103,104

Tannerella forsythia e Enterococcus faecalis Desta forma,

torna-se de grande importancia a utilizagdo de substancias com efetiva
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acao antimicrobiana durante o preparo dos canais radiculares, a fim de
garantir o sucesso do tratamento endoddntico, uma vez que no sistema
de canais radiculares existem diferentes microrganismos associados e,
provavelmente, muitas espécies ainda nem identificadas.

Além da infeccdo primaria dos canais radiculares, é
possivel que microrganismos mais resistentes permanecam no interior
dos canais radiculares ap6s o preparo biomecéanico ou, ainda, penetrem
no sistema de canais radiculares durante ou ap0s o tratamento
endodontico, que ocorre geralmente por falhas no selamento coronario.
Nestes casos, 0s microrganismos podem promover infec¢des secundarias
e/ou persistentes, contribuindo para o insucesso do tratamento. Nas
infeccbes secundarias e/ou persistentes, a microbiota é geralmente
composta por um numero bem menor de espécies que as infeccdes
primarias, sendo bactérias Gram-positivas predominantes®?®. Os
principais patégenos associados com estas infecgbes pertencem aos
géneros  Enterococcus, Actinomyces, Streptococcus, Candida,
Propionibacterium, Staphylococcus e Pseudomonas®94128138,

Enterococcus faecalis tem sido a espécie mais
freqientemente identificada nos casos de falhas no tratamento

91128 Molander et al.”® demonstraram que bactérias do

endodontico
género Enterococcus foram as mais frequentemente isoladas de canais
radiculares obturados e que apresentavam lesdes periapicais, sendo
isoladas em 78% dos casos. Em 2001, Peciuliene et al. ** determinaram a
ocorréncia de E. faecalis, leveduras e bacilos entéricos Gram-negativos
em 40 canais radiculares com falhas no tratamento endodoéntico. Os
resultados demonstraram cultura positiva em 33 dos 40 canais radiculares
avaliados. Leveduras foram isoladas em seis dentes, trés em associagao
com E. faecalis. Bacilos entéricos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
e Proteus mirabilis) estavam presentes em trés dentes e E. faecalis foram
|.94

isolados em 21 dos 33 canais radiculares avaliados. Pinheiro et a

identificaram a microbiota em canais radiculares com falhas no tratamento
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endoddntico e determinaram a associagdo de varias espécies. Os
resultados demonstraram que das espécies isoladas, 57,4% foram
anaerobios facultativos e 83,3% microrganismos Gram-positivos. Os
autores concluiram que a microbiota foi limitada a um pequeno namero de
espécies microbianas, predominantemente Gram-positivas e que
anaerobios facultativos, especialmente E. faecalis, foram os
microrganismos mais comumente isolados. Contudo, infecgOes
polimicrobianas e anaerobios obrigatorios foram freqientemente
encontrados em canais com sintomatologia clinica.

Em 2008, Gomes et al.*” investigaram a presenca de nove
espécies bacterianas em canais radiculares obturados e que
apresentavam lesGes periapicais. As amostras foram coletadas apos
desobturacdo e analisadas por PCR. De acordo com os resultados, E.
faecalis foi a espécie mais prevalente, detectada em 77,8%, seguido por
Peptostreptococcus micros, detectada em 51,1%. P. gingivalis, P.
endodontalis, P. intermedia e P. nigrescens foram detectados em 35,6%,
22,2%, 11,1% e 11,1% das amostras, respectivamente. Outras espécies
também foram identificadas, como F. alocis em 26,7%, T. denticola em
24,4% e T. forsythia em 4,4% das amostras. Os autores observaram
relacdo sinérgica entre algumas espécies e concluiram que E. faecalis foi
a espécie mais freqlientemente identificada em dentes com falhas no
tratamento endodontico.

Interacdes entre E. faecalis e outras espécies encontradas
nas infeccbes de canais radiculares podem ser importantes para o
desenvolvimento e persisténcia das alteracées periapicais. Johnson et
al.>! investigaram interacdes entre E. faecalis e P. anaerobius, P. oralis, F.
nucleatum e S. anginosus. Os resultados demonstraram coagregacao de
E. faecalis com F. nucleatum, de modo que os autores sugeriram um
potencial papel desta combinacéo nas infec¢cdes endoddénticas.

O género Enterococcus, especialmente E. faecalis, é

bastante importante na microbiota de canais radiculares com falhas no
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tratamento endodéntico, pois estes microrganismos também tém
demonstrado capacidade de sobreviver em ambiente em que ha escassez
de nutrientes e em que a comensalidade com outras bactérias €
minima'*'?. Assim, nas infeccdes endoddnticas, E. faecalis pode
sobreviver no canal radicular como organismo Unico, sem 0 suporte de
outras espécies, e representar um problema para o sucesso do
tratamento. Este género oferece resisténcia a varias substancias
antimicrobianas e ainda pode se favorecer por alteracbes no ecossistema
do canal radicular e instituir uma infeccdo persistente®’. E. faecalis pode
invadir os tubulos dentinarios em profundidade e, com isso, € provavel
que as células no interior dos tubulos dentinarios que consigam sobreviver
a instrumentacdo quimica-mecanica e medicacao intracanal possam
colonizar os tibulos e reinfectar os canais radiculares obturados®?.

Outro microrganismo presente em canais radiculares com
falhas no tratamento endodéntico é a levedura do género Candida,
principalmente a espécie C. albicans®. A incidéncia de C. albicans na
infecgdo endododntica tem recebido maior atencdo, sendo observada tanto

116

nas infeccbes endoddnticas primarias como nas refratarias . Waltimo et

al.’®® avaliaram a ocorréncia de leveduras em 947 amostras de canais
radiculares com infeccOes persistentes e os resultados demonstraram
presenca de fungos em 7% dos isolados, sendo C. albicans a espécie
mais comum. Leveduras foram encontradas em cultura pura em seis
amostras e em conjunto com outras bactérias em 41 amostras. Bactérias
anaerobias foram isoladas junto com leveduras em 12 canais radiculares,
incluindo espécies Gram-positivas como P. micros e Gram-negativas
como F. nucleatum. Os resultados deste estudo indicaram que as
leveduras podem ter um importante papel nos casos de periodontites
apicais que persistem apos tratamento endoddntico convencional.

C. albicans possui uma variedade de fatores de viruléncia
gue podem facilitar sua penetracdo no interior dos tlubulos dentinarios,
como capacidade de adaptacdo a uma variedade de condicdes



21

ambientais, adesdo a diferentes superficies, produgdo de enzimas
hidroliticas, transicdo morfolégica e formacéo de biofime'*®. Em 2002,
Siqueira Junior et al.'*° investigaram in vitro o padréo de colonizacgéo da
dentina radicular por cinco espécies fungicas (C. albicans, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. parapsilosis e Saccharomyces cerevisiae). De acordo
com os resultados, C. albicans demonstrou habilidade para colonizar
dentina, enquanto as outras quatro espécies fungicas nao apresentaram
tal capacidade. Os autores relataram que estes resultados podem
contribuir para explicar que C. albicans € a espécies fungica mais
frequentemente encontrada nas infeccdes endodoénticas. Egan et al.?®
demonstraram presenca de leveduras em 10% dos canais radiculares
com periodontites apicais, sendo significativamente associada com a
presenca das leveduras (C. albicans e Rodotorula mucilaginosa) na saliva
dos pacientes avaliados. De acordo com Siqueira Junior e Sen'*®, C.
albicans tem sido considerada como microrganismo dentinofilico devido
sua afinidade invasiva a dentina. Assim, sua habilidade de invadir os
tubulos dentinarios e sua resisténcia aos medicamentos intracanais
comumente utilizados podem ajudar a explicar porque C. albicans tem
sido associada com casos de infecgcbes persistentes dos canais
radiculares.

De acordo com esta revisdo, pode-se verificar que
diferentes microrganismos estdo presentes nas infec¢gées dos canais
radiculares e que novas espécies vém sendo identificadas como
importantes patdgenos endodénticos, além disso, muitos microrganismos
oferecem resisténcia ao tratamento endodéntico convencional, podendo
prejudicar seu sucesso. Desta forma, torna-se de grande importancia
ampliar os estudos da terapéutica endodontica a fim de viabilizar solugdes
irrigadoras e medicacfes intracanais com maior espectro de acao

antimicrobiana e com maior efeito residual, incluindo substancias naturais.
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2.2 Endotoxinas: participacao nas alteracdes pulpares e periapicais

Nas infeccbes primarias dos canais radiculares, dentre os
géneros predominantes, destacam-se diversos microrganismos Gram-
negativos, como Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Campylobacter e Tannerella®=*®*"1*  Em 1994, Tani-Ishii et al.'®
verificaram predominio de anaerobios estritos Gram-negativos nos canais
radiculares durante o desenvolvimento de lesGes periapicais em ratos,
especialmente na fase de destruicdo 6ssea ativa e expansao das lesoes.

Muitos estudos tém demonstrado que existe uma relacao
entre a infeccdo polimicrobiana dos canais radiculares, principalmente
espécies anaerdObias Gram-negativas, e sinais e sintomas clinicos, como
dor espontanea, dor & palpacdo, edema e exsudato purulento333>364147,
Em 2007, Gomes et al.*® avaliaram a correlacdo entre sinais e sintomas
endodonticos e a presenca de P. gingivalis, T. denticola e T. forsythia em
infecgbes priméarias de canais radiculares com polpa necrosada. Os
autores verificaram alta prevaléncia de P. gingivalis, T. denticola e T.
forsythia nas amostras avaliadas, sugerindo que estas bactérias estao
relacionadas com a etiologia de doencas periapicais sintomaticas. De
acordo com Tomazinho e Avila-Campos™?, bactérias anaerébias Gram-
negativas, como Prevotella spp. e Porphyromonas spp., estdo envolvidas
na etiologia e manutencéo das infec¢cdes endodonticas.

Outros estudos também tém revelado presenca de
bactérias Gram-negativas produtoras de pigmentos negros (géneros
Porphyromonas e Prevotella) em cerca de 30% das infec¢des pulpares e
periapicais, sendo geralmente relacionadas a presenca de sinais e

sintomas agudos das patologias endodénticas™!*?**?’,

Em infeccbes
purulentas, a presenca destas bactérias produtoras de pigmentos negros
pode variar entre 50%"*® a 70% dos casos'?’. Segundo Gomes et al.**,

as infeccdes purulentas estdo associadas principalmente com:
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Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis,
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus
sanguis. Em abscessos periapicais agudos, muitos microrganismos
predominantes sao Gram-negativos pertencentes aos géneros
Porphyromonas, Fusobacterium, Prevotella e Tannerella®®%°.

Assim, pode-se verificar que as bactérias Gram-negativas
tém grande importancia na infeccdo primaria dos canais radiculares,
participando efetivamente na inducdo das alteracdes pulpares e
periapicais. Bactérias Gram-negativas liberam endotoxinas (complexos
lipopolissacaridicos, LPS) da parede celular durante a multiplicagdo ou
morte bacteriana®®, causando diversos efeitos biolégicos importantes que
promovem reacdo inflamatéria e reabsorcdo éssea periapical*****. Em
1975, Schein e Schilder'® relataram a presenca de grande quantidade de
endotoxina em canais radiculares, sendo que dentes com polpas
necrosadas apresentaram concentragdo mais alta de endotoxina que
dentes com polpas vitais e dentes com sintomatologia também
apresentaram mais endotoxinas que o0s assintomaticos. Estes autores
demonstraram uma correlacéo positiva entre 0 aumento de endotoxinas e

sintomatologia clinica. Jacinto et al.*®

guantificaram endotoxinas em
canais radiculares com polpas necrosadas com e sem sintomatologia
clinica e também verificaram niveis altos de endotoxinas em canais
radiculares de dentes sintomaticos, havendo correlagdo positiva entre a
concentracdo de endotoxina no canal radicular e a presenca de sinais e
sintomas endodoénticos. Estes autores discutiram, ainda, que a alta
concentracdo de endotoxinas em canais radiculares de dentes com dor
espontanea, dor a palpacdo e percussao e com exsudatos purulentos
indica que LPS é um fator bioloégico para o desenvolvimento de
inflamacédo periapical aguda, sendo necessario durante o tratamento
endodoéntico a utilizacdo de substancias que atuem ndo somente como
agentes antimicrobianos, mas que também apresentem capacidade de

inativar endotoxinas. Outros estudos também demonstraram relacéo entre
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sintomatologia clinica e maiores concentragdes de endotoxinas em canais
radiculares®>®.

Desde 1975, diversos estudos, utilizando diferentes
metodologias, tém verificado a presenca de endotoxinas em canais
radiculares. Dhalén e Bergenholtz’® observaram que a presenca de
endotoxina nas amostras de canais radiculares de dentes com polpas
necrosadas estava correlacionada com a presenca e o numero de
bactérias Gram-negativas. Horiba et al.** detectaram niveis maiores de
endotoxinas em dentes com sintomatologia, com &areas radiollcidas
periapicais e com exsudacdo do que em dentes sem essas
caracteristicas. Khabbaz et al.>* detectaram quantidade significativamente
maior de endotoxina em lesdes cariosas de dentes sintomaticos em
compara¢do com os assintomaticos. Khabbaz et al.>® também verificaram
maior conteldo de endotoxina nos tecidos pulpares de dentes
sintométicos, sugerindo que a endotoxina representa importante papel na
patogénese da doenca pulpar e que é possivel uma associacdo dos
niveis de endotoxina com severidade de dor pulpar. Segundo Seltzer &
Farber'®”, endotoxinas podem provocar dor pela ativacdo do fator
Hageman, que leva a producdo de bradicinina, ou por propriedades
neurotéxicas ao agir nas terminacfes nervosas pré-sinapticas.

Muitos autores consideram a endotoxina como um dos
principais fatores etioldgicos envolvidos na patogénese e na manutencao
da inflamacéo periapical, incluindo reabsorcao
6sseq?> 347 1174, 7795110.11L13L143 © A endotoxina causa importantes efeitos
biol6gicos inflamatorios, como ativagdo do sistema complemento,
guimiotaxia de polimorfonucleares, indugdo de febre, leucopenia,
hipotensdo e choque, coagulacdo intravascular, ativacado policlonal de
linfécitos B e producdo de anticorpos néo-especificos’>®#2. Além disso,
LPS ativa macrofagos, induzindo a sintese e liberacdo de mediadores da

48,70

resposta inflamatéria (prostaglandinas e leucotrienos) e citocinas,
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como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL-lo e IL-
1B)43,75,97

Essas substancias quimicas sao ativadoras de
osteoclastos, participando, portanto, do processo de reabsorcdo éssea,

1’4140 Em diversos

com consequente desenvolvimento da lesé@o periapica
estudos, que avaliaram a utilizacdo de solucdes irrigadoras e medicacdes
intracanais sobre LPS, a inoculacdo de endotoxinas em canais radiculares

de cées induziu potente reabsorcdo 6ssea periapical em todos os grupos

77,109,110,131 | 97

avaliados . Rogers et a relataram que LPS pode iniciar a
perda d&ssea inflamatéria pela inducdo da liberagdo de citocinas
inflamatérias do hospedeiro. Estes autores demonstraram que injecdes
orais de LPS derivado de A. actinomycetemcomitans podem induzir
severa perda 6ssea alveolar e producéo de citocinas pro-inflamatérias (IL-

1B, TNF-a e IL-6) em ratos, por até oito semanas.

De acordo com a literatura, pode-se verificar que
endotoxina (LPS) € um importante fator de viruléncia das bactérias Gram-
negativas, determinando efeitos biol6gicos que resultam na amplificacao
da reacdo inflamatéria periapical, incluindo reabsorcdo 6ssea®>*34" 719
Com isso, torna-se bastante interessante sua eliminacdo ou neutralizacéo
durante o tratamento endodéntico, utilizando substancias que tenham nao
apenas atividade sobre microrganismos como também capacidade de
inativar endotoxinas, pois sua permanéncia no sistema de canais
radiculares pode prejudicar o sucesso do tratamento, iniciando ou

mantendo um processo inflamatdrio periapical.
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2.3 Agentes irrigantes e medicagdes intracanais: agao sobre

microrganismos e endotoxinas

Um dos principais fatores para o sucesso do tratamento
endodbntico é a eliminacdo de microrganismos e seus produtos do

sistema de canais radiculares”®*%*'%

e dentre os procedimentos
envolvidos no controle da infeccdo endodontica, a instrumentagdo e
irrigacdo s&o agentes muito importantes®'%, Desde 1981, com o estudo
de Bystrém e Sundqvist™, tem-se verificado que somente o ato mecanico
da instrumentacdo utilizando soro fisiolégico ndo € suficiente para
remover 0S microrganismos presentes nos canais radiculares, devido a
complexidade anatbmica do sistema de canais radiculares e presenca de
restos organicos e inorganicos. Com isso, a instrumentacdo deve ser
realizada utilizando solu¢des irrigadoras ou substancias quimicas
auxiliares que apresentem efetiva acdo antimicrobiana. Desta forma, os
agentes irrigantes ideais devem apresentar as seguintes caracteristicas:
amplo espectro de acdo antimicrobiana, capacidade de dissolver tecidos
necrosados, auséncia de toxicidade aos tecidos periapicais e capacidade
de inativar endotoxinas?®*49:6282:148,

Dentre os varios irrigantes utilizados na endodontia, dois
deles merecem destaque: hipoclorito de sédio e clorexidina®®*. O
hipoclorito de sodio é o irrigante endodbntico mais popular, o qual tem
sido usado por mais de quatro décadas?®. Apesar de ser um efetivo

28,49,144
, O

agente antimicrobiano e um excelente solvente organico
hipoclorito de sddio € irritante aos tecidos periapicais, principalmente em
altas concentracBes®. Assim, devido a este efeito citotoxico, que
prejudica sua utilizagdo principalmente nos casos de dentes com

24,148

rizogénese incompleta ou em pacientes alérgicos , outros irrigantes

com menor potencial para induzir efeitos adversos tém sido preconizados,
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especialmente a clorexidina®®, em funcdo da sua biocompatibilidade e
substantividade®?%-2128:49.135
Delany et al.?* demonstraram in vitro acéo antimicrobiana
da solucéo de clorexidina 0,2% como irrigante endoddntico e sugeriram
sua utilizacdo na endodontia. A clorexidina é frequentemente utilizada
como anti-séptico no controle quimico do biofilme na cavidade bucal, nas
concentracbes de 0,1% a 0,2%, no entanto, como agente irrigante, a
concentragdo 2% é a mais recomendada, na forma liquida ou em
ge|20,28,137l

A clorexidina apresenta uma importante caracteristica
para um irrigante endododntico que € a substantividade. Em 1999,

1
1.8

Leonardo et al.”” demonstraram clinicamente que a solug&o de clorexidina

2% apresenta efeitos residuais no sistema de canais radiculares até 48

1.9 avaliaram a substantividade da clorexidina no

horas. Rosenthal et a
sistema de canais radiculares e concluiram que a clorexidina é retida na
dentina radicular com efetiva acdo antimicrobiana até doze semanas.
Outros autores tém demonstrado substantividade da clorexidina nos
canais radiculares por até trés semanas®’.

A clorexidina apresenta amplo espectro de acéo
antimicrobiana?®?>34721%.148 " qa modo que seu efeito antimicrobiano é
devido a sua capacidade de se ligar a regides eletronegativas da bactéria
e de atacar a membrana citoplasmatica bacteriana causando perda do
equilibrio osmético e liberacdo do material intracelular. Assim, a
clorexidina afeta a integridade da membrana citoplasmatica dos
microrganismos, causando prejuizos na bicamada de fosfolipidios e,
dependendo da sua concentragcdo, pode causar aglutinagcdo do
citoplasma’*®. A clorexidina pode também se ligar & hidroxiapatita e aos
tecidos moles, competindo com a aderéncia bacteriana®.

Os efeitos antimicrobianos da clorexidina 2% sao
semelhantes ou superiores aos obtidos pelo hipoclorito de sédio

5,25020:2549.7886.135 - Dametto et al.?° avaliaram in vitro a atividade
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antimicrobiana do gel de clorexidina 2% sobre E. faecalis em comparagao
com a solucdo de clorexidina 2% e hipoclorito de sédio 5,25% e
verificaram que a clorexidina 2%, em gel ou solucao, foi mais efetiva que
o hipoclorito de sodio 5,25% em manter a reducéo de E. faecalis por sete
dias apés o preparo biomecanico dos espécimes. Oliveira et al.”®
avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do hipoclorito de sodio 1,5%,
5,25% e da clorexidina gel 2% sobre E. faecalis em canais radiculares e
verificaram que o hipoclorito de sodio 5,25% e a clorexidina gel 2%
apresentaram efetividade similar na reducédo microbiana, sendo superior
ao hipoclorito de sédio 1,5%. Siqueira Junior et al.'?> compararam a
eficacia do hipoclorito de sodio 2,5% e da solucdo de clorexidina 0,12%
na reducdo bacteriana de 32 canais radiculares com necrose pulpar e
periodontite apical e verificaram semelhantes efeitos antimicrobianos das
solucdes utilizadas.

Contudo, de acordo com a literatura, pode-se verificar que
a clorexidina apresenta importantes propriedades para um irrigante ideal:

amplo espectro de acao antimicrobiana?®®:2>:3472108.148

8206198 o paixa toxicidade®* %,

20,24,49

substantividade Por outro lado, né&o
apresenta capacidade de dissolver tecidos

Embora o hipoclorito de sédio e a clorexidina apresentem
importante agéo antimicrobiana nos canais radiculares, os poucos estudos
gue avaliam seus efeitos sobre endotoxinas (LPS) tém demonstrado

18L110.131  Ajhel e Stevens! analisaram a

efeitos minimos ou ausentes
capacidade da clorexidina 1,2% em inativar LPS, utilizando método de
producdo de IL-6 em cultura de macrofagos estimulados por LPS e LPS
tratado com clorexidina 1,2% por 40 min. Os resultados demonstraram
gue a clorexidina 1,2% causou pouca ou nenhuma inativacdo do LPS.
Buck et al.'* demonstraram que os seguintes irrigantes: agua, EDTA,
etanol, clorexidina 0,12%, clorexidina 0,12% associada a hipoclorito de
sédio 2,6% e hipoclorito de sodio 2,6% demonstraram pequeno ou

nenhum efeito sobre LPS. Por outro lado, o hidréxido de célcio (como
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medicacdo de demora) e a associacao de clorexidina 0,12%, etanol 95%
e hipoclorito de soédio 2,6% detoxificaram LPS pela hidrélise de ligacdes
éster das cadeias de acidos graxos.

Tanomaru et al.*®

verificaram que diferentes solucdes
irrigadoras (hipoclorito de sédio 1%, 2,5%, 5% e clorexidina 2%) utilizadas
durante o preparo biomecanico do canal radicular ndo inativaram os
efeitos da endotoxina em induzir resposta inflamatéria com reabsorgéo
6ssea na regido periapical de cdes. Em 2004, Silva et al.**® inocularam
endotoxinas nos canais radiculares de caes e realizaram preparo
biomecanico com diferentes agentes irrigantes: hipoclorito de sédio 1%,
2,5%, 5%, clorexidina 2% e solucéo fisiol6gica. Apds sessenta dias, 0s
resultados demonstraram que o infiltrado inflamatério no periapice foi
estatisticamente menos intenso nos canais radiculares irrigados com
hipoclorito de sbédio 5% e clorexidina 2%, entretanto, nenhum dos
irrigantes conseguiram inativar completamente os efeitos do LPS. Vianna
et al.’®” demonstraram in vivo que a acgéo do preparo quimico-mecanico
(instrumentacdo com clorexidina gel e irrigagdo com solucao fisiologica)
foi o responsavel pela maior remocédo de endotoxinas, em média 44,4%,
dos canais radiculares com infeccdo primaria e lesdes periapicais. De
acordo com o0s autores, esta reducédo foi provavelmente resultado da
remocao mecanica de debris dos canais radiculares durante a limpeza,
auxiliada pela irrigacdo com solucdo fisologica, do que acdo da
clorexidina gel 2% em neutralizar endotoxinas. Oliveira et al.®
demonstraram in vitro que as solu¢des de hipoclorito de sodio 2,5% e
5,25% e clorexidina 2% nao foram capazes de inativar LPS em canais
radiculares. Por outro lado, estes autores demonstraram que a utilizacao
de solucdo de hidréxido de calcio (dgua de cal) e polimixina B, como
agentes irrigantes, reduziram significativamente o nivel de endotoxinas
nos canais radiculares. Em 2008, Martinho e Gomes®® demonstraram in

Vivo que o preparo quimico-mecanico utilizando hipoclorito de sddio 2,5%
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como irrigante promoveu reducdo de apenas 59,99% nos niveis de
endotoxinas presentes nos canais radiculares.

Com base nesta revisdo, pode-se verificar que os agentes
irrigantes mais utilizados durante o preparo biomecanico dos canais
radiculares (hipoclorito de sodio e clorexidina) apresentaram pouca ou
nenhuma capacidade de inativar endotoxinas, tornando-se importante
ampliar os estudos com outras substancias, como extratos naturais, a fim
adicionar aos irrigantes a capacidade de neutralizar endotoxinas.

Com relacdo a medicacao intracanal, o hidréxido de calcio
tem seu uso consagrado por diversos autores em variadas situagoes
clinicas, como necrose pulpar e periodontites apicais, processo de
apicificacdo, tratamento de reabsorcdo radicular, entre outras**’. O
hidréxido de calcio dissocia-se em ions calcio e hidroxila e o efeito destes
ions sobre tecidos e microrganismos é responsavel pelo sucesso clinico
do hidroxido de célcio, pois promove meio ambiente favoravel a deposicéo
de tecido duro®, levando a reparacéo das lesdes periapicais***.

Muitos estudos demonstraram efetiva agcao antimicrobiana
do hidréxido de célcio sobre microrganismos presentes em canais

radiculares infectados?®®"?

, principalmente sobre bactérias anaerobias
Gram-negativas. Entretanto, algumas espécies microbianas como E.
faecalis e C. albicans, associadas aos casos de insucessos do tratamento
endodéntico, podem apresentar resisténcia ao hidroxido de célcio®*3*1%8,
Em 2007, Siqueira Junior et al.*?? verificaram que, utilizando um protocolo
de instrumentacdo com hipoclorito de sodio 2,5% e medicacao intracanal
com hidroxido de calcio por 7 dias, houve auséncia de bactérias
cultivaveis em 9 dos 11 canais radiculares com polpa necrosada e

periodontite apical. No entanto, de acordo com Sathorn et al.'®®

0
hidroxido de calcio apresenta uma eficacia limitada na eliminacdo de
microrganismos dos canais radiculares, de modo que sua utilizacédo
deveria ser associada com outras substancias que apresentem maior

acao antimicrobiana.
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Assim, sabendo-se que a clorexidina apresenta importante
efetividade sobre E. faecalis e C. albicans®, tem-se preconizado nos
ultimos a associacdo do hidréxido de calcio com clorexidina, em gel 2%
ou em solucdo a 2%**°® a fim de ampliar o espectro de ac&o
antimicrobiana da medicacgéo intracanal.

O aumento ou nao das propriedades antimicrobianas do
hidréxido de célcio em associacdo com a clorexidina tem sido bastante
discutido na literatura. Em 2003, Haeni et al.*® afirmararam que esta
associacdo nao promoveu aumento na atividade antimicrobiana do
hidréxido de célcio sobre E. faecalis e C.albicans. Por outro lado, diversos
estudos afirmaram que esta associagdo aumentou significativamente a
atividade antimicrobiana do hidroxido de calcio em relacdo a pasta
convencional (hidréxido de célcio + soro ou agua)****°. Outros autores
tém afirmado, ainda, que a atividade antimicrobiana da clorexidina é

53 E ainda,

diminuida quando associada ao hidroxido de calcio
recentemente, Manzur et al.®® avaliaram a acdo antimicrobiana da pasta
de hidroxido de calcio (manipulada com solucéo salina estéril), clorexidina
gel 2% e a associacdo de ambos, como medicacdo intracanal por uma
semana em dentes com necrose pulpar e periodontite apical crénica e
concluiram que a eficacia antibacteriana de todas as medicacdes
avaliadas foi semelhante.

Com isso, apesar de muitos estudos demonstrarem a
eficacia antimicrobiana da associacdo do hidroxido de calcio com
clorexidina, novas associacdes do hidroxido de célcio devem ser
avaliadas, por exemplo com substancias naturais, a fim de tentar ampliar
sua acéo antimicrobiana no sistema de canais radiculares.

Ja com relacdo as endotoxinas (LPS), o hidroxido de
célcio apresenta grande capacidade de neutralizar seus efeitos
toxicos® " 818299.100.11L131 "Fhy 1993, Safavi e Nichols®™ demonstraram que
o hidréxido de calcio promove hidrélise da porcao lipidica da endotoxina,
liberando acidos graxos livres, e que esta degradacdo do LPS pode ter
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grande importancia nos efeitos benéficos obtidos o uso do hidroxido de
céalcio na endodontia. Desde entdo, outros estudos também tém

demonstrado a acéo do hidréxido de célcio sobre endotoxinas®**%3,

Safavi e Nichols'®

comprovaram a atividade do hidroxido
de célcio em alterar a capacidade do LPS em estimular a liberacdo de
prostaglandina E, por mondcitos. Barthel et al.’ verificaram que o
hidréxido de calcio pode eliminar a capacidade indutora do LPS de E. coli
em estimular a producdo de TNF-oc por mondcitos. Olsen et al.®
demonstraram que o tratamento de LPS com hidroxido de calcio reduziu
significativamente a liberacdo de IL-1p por mondcitos. Outros autores
avaliaram o efeito da endotoxina, associada ou ndo ao hidroxido de
célcio, sobre os tecidos periapicais de cées e verificaram que a
endotoxina sozinha induziu lesdo periapical e que o hidréxido de célcio
neutralizou seus efeitos téxicos’"***. Em 2003, Tanomaru et al.’** também
verificaram que o hidréxido de calcio como medicacao de demora por
sessenta dias inativou os efeitos induzidos pela endotoxina na regiao

.59 estudaram os efeitos diretos do LPS e do

periapical de cades. Jiang et a
LPS tratado com hidréxido de calcio na génese de osteoclastos e
observaram que hidréxido de célcio reduziu significativamente a
capacidade do LPS em ativar a diferenciacdo de osteoclastos. Em 2005,

Oliveira et al.??

verificaram in vitro que o hidréxido de calcio como
medicacdo intracanal por 7 dias foi eficiente na neutralizacdo de
endotoxinas, alterando a atividade imunologica do LPS em estimular
ativacao policlonal de linfocitos B.

Assim, sabendo-se que as endotoxinas apresentam
importante papel no desenvolvimento e manutencdo das lesbes
periapicais e que o hidréxido de calcio consegue neutralizar seus efeitos
toxicos, torna-se importante seu uso como medicacao intracanal. Por
outro lado, como abordado anteriormente, o hidroxido de célcio nédo é
efetivo sobre todos o0s microrganismos presentes na infeccao

endodontica, de modo que os estudos nesta area devem ser ampliados,
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com o intuito de obter uma associacao positiva ao hidroxido de calcio, que
aumente seu espectro de agado antimicrobiana e mantenha sua acao
sobre endotoxinas. Uma das associagcfes que deve ser mais
profundamente avaliada é a do hidréxido de calcio com diferentes extratos

naturais, pois ha poucos estudos na literatura.

2.4 Extratos naturais: acao antimicrobiana e sobre endotoxinas

Além dos agentes irrigantes utilizados frequentemente no
tratamento endodontico, como a clorexidina e o hipoclorito de sddio,
substancias naturais também podem ser utilizadas para esta finalidade.
Nos ultimos anos houve um crescente interesse na utilizagcdo de
fitoterapicos em diferentes areas biologicas, muitas vezes como meétodos
alternativos de tratamento. A flora brasileira € muito diversificada e rica,
sendo que muitas de suas plantas sdo usadas na medicina natural®.
Assim a utilizacdo destas plantas na area odontoldgica, por exemplo,
como solucgdes irrigadoras do canal radicular ou como medicacéo de

demora, representa importante area de pesquisa.

A literatura relata acdo antimicrobiana de diferentes
substancias naturais, como ché verde, cha preto, cacau, prépolis, tomilho,
alho, mamona, bardana, 6leos essenciais de salvia, crétons, capim-liméao,
orégano e hortel3, entre outros, sobre diferentes

microrganismos?%:3032:3853.6166.87.92 * Arajio et al.*

verificaram que o Oleo
essencial de Melissa officinalis apresentou importante efetividade contra
diferentes espécies de leveduras. Kalemba e Kunika®® revisaram as
propriedades antibacterianas e antifungicas de muitos éleos essenciais e
verificaram que o0s Oleos essenciais de temperos e ervas (tomilho,
orégano, horteld, canela, cravo-da-india e salvia) possuem fortes efeitos

antimicrobianos. Pereira et al.®? avaliaram a atividade antimicrobiana de
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Oleos essenciais de ervas medicinais (Ocimun gartissimun, Cybopogum
citratus e Salvia officinalis) frente a cem cepas de bactérias isoladas de
individuos com diagnéstico de infeccdo urinaria. Os resultados
demonstraram que Salvia officinalis apresentou acéo inibitéria superior
aos outros fitoterapicos, tendo eficacia de 100% em espécies de
Enterobacter e Klebsiella, 96% em Escherichia coli, 83% contra Proteus
mirabilis e 75% em Morganella morganii.

Ozcan et al.%

relataram que Oleos essenciais de salvia,
tomilho, orégano, horteld e cominho foram efetivos contra varias espécies
de Bacillus. Em 2006, Sonboli et al.*?® avaliaram a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de trés espécies de sélvia (S.
santolinifolia, S. hydrangea e S. myrzayanii) e verificaram que atividade
antimicrobiana do oOleo de S. myrzayanii foi superior aos outros.
Yousefzadi et al.**® também analisaram a atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais de diferentes espécies de salvia (S. multicaulis, S.
sclarea e S. verticillata) contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Bacillus subtilis, Bacillus pumulis, E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis,
E. coli, P. aeruginosa e Klebsiella pneumoniae) e trés fungos (C. albicans,
Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger). Os resultados da
atividade antibacteriana demonstraram que todas as amostras
apresentaram moderada a alta atividade contra as bactérias testadas,
exceto para P. aeruginosa que foi totalmente resistente. Por outro lado, os
Oleos apresentaram fraca ou nenhuma atividade antifungica, sendo que
somente o Oleo de S. multicaulis demonstrou atividade sobre C. albicans e
S. cerevisiae. Estes estudos demonstraram que o0s 0leos essenciais de
salvia apresentaram importante acao antimicrobiana, devendo ampliar os
estudos para avaliar a acdo de extratos glicolicos de salvia sobre
diferentes microrganismos presentes na infeccdo endodéntica e sobre

endotoxinas.
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Além dos Oleos essenciais, muitos extratos naturais
também apresentam efetividade antimicrobiana. Alves et al.® analisaram
extratos de aroeira-do-sertdo, malva e goiabeira sobre microrganismos do
biofilme dentario (S. mutans, S. mitis, S. sanguis, S. sobrinus e
Lactobacillus casei) e cepas de Candida (C. albicans, C. tropicalis, C.
stelatoidea e C. krusei). Os autores concluiram que todos os extratos
apresentaram potencialidade de inibicho do crescimento de
microrganismos do biofilme dentario, bem como de leveduras do género
Candida, sugerindo utilizacdo futura dessas substancias naturais, como
meio alternativo de baixo custo, nas indicacdes terapéuticas na
odontologia. Navas et al.”® verificaram que o cha de tomilho foi efetivo em
inibir a aderéncia de C. albicans em resina acrilica, porém, nao

apresentou efeito em inibir a aderéncia de S. mutans em esmalte humano.

Outro extrato que tem apresentado importante atividade
antimicrobiana é a propolis, geralmente avaliada na forma de extrato
alcodlico. Muitas propriedades tém sido descritas para a propolis,
incluindo atividade antibacteriana, antiviral e antifingica®®. Lu et al.®®
demonstraram que o extrato alcoodlico de prépolis apresentou diferentes
graus de atividade antimicrobiana sobre S. aureus, dependendo da

1.°® estudaram a

concentracdo, local de extracdo e tempo. Koo et a
atividade antimicrobiana da propolis e Arnica montana sobre diferentes
patégenos bucais e concluiram que o extrato de propolis demonstrou in
vitro atividade antimicrobiana, inibicdo da aderéncia de células em
superficies de vidro e inibiu a formacéo de glicanos insollveis, enquanto o
extrato de Arnica foi apenas ligeiramente ativo nessas trés condicoes.

Santos et al.'%?

verificaram que extrato alcodlico de prépolis foi efetivo no
tratamento de candidose oral em pacientes com proéteses totais. Samet et
al.'®* demonstraram que a propolis foi efetiva na diminuicdo de estomatite
aftosa recorrente, diminuindo o niumero de recorréncias e melhorando a

gualidade de vida dos pacientes.
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Mais especificamente na endodontia, Gafar et al*
analisaram medicac¢fes intracanais de extrato alcodlico de propolis em
infecgbes dos canais radiculares e verificaram melhores resultados que

.13 utilizaram

paramonoclorofenol canforado (PMCc). Em 1998, Bretz et a
extrato alcodlico de prépolis para capeamento pulpar e verificaram que a
propolis induziu a formacgédo de pontes de tecido duro semelhante ao

.1%9 avaliaram

obtido pela administragdo com hidréxido de célcio. Silva et a
na regiao dorsal de ratos o potencial irritativo de propolis, Otosporin e soro
fisiologico (controle), como medicamentos utilizados em endodontia. Os
autores concluiram que a propolis foi o medicamento que apresentou
menor potencial irritativo, sugerindo a prépolis como boa alternativa para
medicacdo intracanal. Al-Shaher et al.? avaliaram a tolerancia de
fibroblastos do ligamento periodontal e polpa dentaria a propolis, em
comparacao com hidréxido de célcio, e verificaram que a exposi¢cao das
células a prépolis resultou em mais de 75% de células viaveis, enquanto
gue o hidroxido de calcio resultou em menos de 25% de viabilidade
celular.

1.° analisaram os efeitos antimicrobianos do

Ferreira et a
extrato alcodlico de prépolis e medicacdes intracanais (hidréoxido de
célcio, PMCc e formocresol) contra diferentes patdgenos endodonticos:
Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelli,
Clostridium perfringens e Enterococcus faecalis. Os resultados
demonstraram que todas as substancias, incluindo prépolis, foram
efetivas para todas as cepas, sem diferencas estatistica. E. faecalis foi a
cepa menos suscetivel aos efeitos das substancias avaliadas, sem
diferenga significante. Os autores concluiram ainda que o alcool néo
influenciou no efeito antimicrobiano da prépolis. Koru et al.>® avaliaram a
atividade antimicrobiana de 5 diferentes amostras de extratos alcoodlicos
de propolis sobre 9 bactérias anaerdbias (Peptostreptococcus anaerobius,
P. micros, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces naeslundii,

Porphyromonas gingivalis, Prevotella oralis, P. melaninogenica,
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Fusobacterium nucleatum, Veillonella parvula). Os extratos de propolis
foram efetivos contra todos os microrganismos avaliados, entretanto,
houve diferenca entre as concentracdes inibitorias minimas,
concentracfes bactericidas minimas e o tempo de acdo. Os autores
verificaram que as amostras de propolis foram mais efetivas sobre
bactérias Gram-positivas. Desta forma, novas investigacdes devem ser
realizadas a fim de verificar uma alternativa possivel de prépolis como
agente antimicrobiano intracanal, focando principalmente o0s extratos
livres de alcool, que poderia trazer beneficios alternativos para o

tratamento endodontico.

7

Outro extrato natural também interessante é a bardana
(Arctium lappa). Em 1993, Lima Neto et al.** demonstraram efeito
antimicrobiano de extratos hidroalcoodlicos de diferentes plantas naturais,
incluindo a bardana, sobre S. aureus e Streptococcus pyogenes. Pereira

et al.®?

verificaram que constituintes da bardana apresentaram potente
inibicdo microbiana contra patégenos endodénticos (E. faecalis, S.
aureus, P. aeruginosa, Bacillus subtilis e C. albicans). Gentil et al.*?
avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana da bardana como medicacao
de demora em canais radiculares contaminados com P. aeruginosa, E.
coli, C. albicans, Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus, em
comparacdo com hidréxido de célcio. Os resultados demonstraram
eficAcia da bardana sobre todos os microrganismos avaliados. Com isso,
a utilizacdo do extrato da bardana nos canais radiculares pode trazer
importantes beneficios a terapéutica endodbntica, sendo necessario

ampliar os estudos nesta area.

Com relagdo aos efeitos de extratos naturais sobre
endotoxinas (LPS), ainda sdo poucos os estudos abordados na literatura.
Em 2005, Koksel et al.>® avaliaram os efeitos de um componente ativo de
prépolis (CAPE) sobre as injurias pulmonares causadas por LPS em ratos

e concluiram que CAPE foi eficiente em reduzir inflamacdo e prejuizos
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teciduais ao pulmdo induzidos por LPS em ratos. Wan et al.'®
demonstraram que Salvia miltiorrhiza, usada no tratamento de varias
infeccBes sistémicas e cirdrgicas em hospitais da China, foi capaz de
bloquear a toxicidade letal do LPS em camundongos via supressao da
liberacdo de TNF-a. Estes autores relataram, ainda, a aplicacéo clinica da
Salvia miltiorrhiza na prevencdo de doencas inflamatdrias causadas por

bactérias Gram-negativas. Guo et al.*

investigaram os efeitos de
componentes de Salvia miltiorrhiza sobre o distarbio circulatério causado
por LPS e \verificaram que estes componentes melhoraram
significativamente os distlrbios microcirculatérios induzidos por LPS em
ratos e inibiram a producdo de H,O, causada por LPS em neutrofilos.

Chen et al*’

demonstraram que um derivado de Salvia miltiorrhiza inibiu a
expresséo de éxido nitrico induzida por LPS em macréfagos. Park et al.®
demonstraram que constituintes da bardana apresentaram capacidade de
inibir os efeitos de LPS na inducdo de oOxido nitrico em macréfagos.
Assim, tem-se verificado um crescente aumento no estudo da acédo de
substancias naturais sobre endotoxinas, especialmente na area médica,
com importantes resultados. No entanto, como sdo muitas as diferentes
espécies de plantas, ha necessidade de ampliar os estudos nesta area,

priorizando, principalmente, como foco a area endodoéntica.

Com base nesta revisdo, pode-se verificar que plantas
medicinais constituem uma fonte fitoterapica promissora, de modo que o
crescente estudo de substéncias naturais na odontologia sugere a
necessidade de verificar a acdo destas substancias sobre diferentes
patdgenos presentes nas infeccbes dos canais radiculares, a fim de
promover terapia endodéntica cada vez mais eficiente no combate aos

microrganismos e seus subprodutos.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste projeto foram:

a)

b)

padronizar a associacdo de trés microrganismos
(Enterococcus faecalis, Candida albicans e Escherichia coli)

em canais radiculares;

avaliar a atividade antimicrobiana de extratos glicélicos
naturais (propolis e salvia), como solugdes irrigadoras, em
comparacao com clorexidina 2%, sobre trés microrganismos
associados (E. faecalis, C. albicans e E. coli) e sobre

endotoxinas em canais radiculares;

avaliar a atividade antimicrobiana da bardana associada ao
hidréxido de calcio, como medicacdo intracanal, sobre
microrganismos (E. faecalis, C. albicans e E. coli) e

endotoxinas em canais radiculares.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos (UNESP) (processo n° 083/2006-PH/CEP — Anexo A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 60 dentes humanos unirradiculados,
recém-extraidos por indicacdes clinicas diversas e com prévia autorizacao
dos pacientes por meio do consentimento livre e esclarecido. Os dentes
foram limpos e imersos em solucéo fisiolégica até o momento do uso. A
selecdo dos dentes foi feita baseada nas dimensdes e similaridade
morfolégica da raiz, sendo os dentes radiografados para comprovacgédo da
presenca de um unico canal reto. As coroas foram seccionadas com disco
de carborundum (Carbodent Gysi S.A., Buenos Aires, Argentina)

padronizando o tamanho dos espécimes em 16 mm (Figura 1).

FIGURA 1 — Secc¢do da coroa e padronizacao do tamanho dos espécimes em 16
mm.
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A instrumentacdo inicial dos canais radiculares foi
realizada em toda a sua extensdo, desde seu diametro anatdbmico até a
lima tipo Kerr (Maillefer, Michigan, USA) namero 30. Os canais foram
irrigados com solucdo de hipoclorito de sédio a 1% (Farmacia de
Manipulacdo Aqua Marina, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) a cada
troca de instrumento e, apds, foram preenchidos com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA- lodontec, Porto Alegre, RS) a 17%, o
qual foi agitado com uma lima durante 3 min. A irrigagéao final foi realizada
com 10 mL de solucao fisiolégica. Em seguida, os canais radiculares
foram secos com cones de papel n° 30, foi feito vedamento da regiédo
apical utilizando-se resina composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Dental
Products, St Paul, USA) e as raizes foram impermeabilizadas
externamente com duas camadas de adesivo epdxi ARALDITE (Brascola,

S&o Paulo, SP, Brasil), exceto a regido da abertura cervical®® (Figura 2).

FIGURA 2 - Espécime com vedamento apical (resina composta) e
impermeabilizacdo externa da raiz (adesivo epoxi).

Todos os espécimes foram colocados em frascos de vidro
contendo solucéo fisiologica e esterilizados em autoclave a 121°C por 20

min. Em seguida, para realizagdo da primeira etapa do projeto
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(padronizacdo da associacdo de trés microrganismos em canais
radiculares), em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar), 12 espécimes
foram distribuidos aleatoriamente em 4 placas de cultura celular de 24
pocos, com 3 dentes em cada, os quais foram fixados com resina acrilica
guimicamente ativada (aproximadamente 5 mm de altura).

Para realizacdo da segunda etapa do projeto (avaliacado
da atividade antimicrobiana e sobre endotoxinas de extratos naturais em
canais radiculares), 48 espécimes foram distribuidos aleatoriamente em 4
placas de cultura celular de 24 pocos (TPP, Switzerland), com 12 dentes
em cada (Figura 3). Estas placas e todos os materiais utilizados (limas,
pingcas, gaze, algodao, tesouras, exploradores, luvas e ponteiras, entre
outros) foram esterilizados por radiacdo gama com cobalto 60 (20 KGy
por 6 horas) pela empresa brasileira de radiacdo (EMBRARAD), para

neutralizar endotoxinas pré-existentes®®.

FIGURA 3 — Distribuicéo e fixacdo dos espécimes em placas de cultura celular.
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4.2 Primeira etapa

4.2.1 Padronizagcdo da associacdo de microrganismos em canais

radiculares

Foram utilizados 0s seguintes  microrganismos:
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Candida albicans (ATCC 18804) e
Escherichia coli (ATCC 25922). Para realizar a associacdo destes
microrganismos em canais radiculares, foram propostos quatro diferentes
modelos experimentais.

No modelo 1, em ambiente estéril (camara de fluxo
laminar), os canais radiculares de trés espécimes foram contaminados
com os trés microrganismos, de modo que cada canal recebeu 5 puL de
uma suspensao contendo E. faecalis, 5 uL de uma suspensdo contendo
C. albicans e 5 uL de uma suspensédo contendo E. coli. Todas as
suspensdes foram padronizadas (10° céls/mL) em espectrofotdmetro. Os
canais receberam ainda 15 uL de caldo infuso cérebro e coracao (BHI,
Himedia Laboratories, Munbai, india). Na entrada dos canais, foi colocada
uma bolinha de algoddo apirogénica embebida no caldo BHI. Os
espécimes foram mantidos em estufa a 37+1°C, em umidade relativa, por
21 dias’®, sendo que a cada 2 dias, foram adicionados 20 pL de meio de
cultura (caldo BHI) no interior dos canais radiculares.

ApoGs o periodo de 21 dias, foi realizada coleta nos trés
espécimes para confirmacdo da contaminacdo dos canais radiculares.
Para tanto, os canais foram preenchidos com solucdo fisioldgica
apirogénica, a qual foi agitada com uma lima tipo Kerr n° 30, e foram
coletados 100 pL do conteudo do canal radicular, os quais foram
transferidos para microtubos tipo Eppendorf (Axygen Scientific, CA, USA),

apirogénicos, contendo 900 uL de soro apirogénico. A seguir, foram
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realizadas diluicdes e aliquotas de 100 uL foram semeadas em duplicata
em placas contendo agar Enterococcosel (B.D., Le Pont de Claix, Franca),
agar Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Munbai, india) com
cloranfenicol (0,01 g/ 100 mL) (Vixmicina — Unido quimica Farmacéutica
Nacional S.A, Embu-Guacu, SP) e &gar MacConkey (Himedia
Laboratories, Munbai, india), para analisar a presenca de E. faecalis, C.
albicans e E. coli, respectivamente. As placas foram incubadas a 37+1°C
por 48 horas, para verificagdo do crescimento microbiano.

Os resultados deste modelo ndo demonstraram sucesso
na associacdo dos trés microrganismos, pois houve crescimento apenas
de E. faecalis. Com isso, foi proposto um 2° modelo experimental para
associacao microbiana no canal radicular.

No modelo 2, os canais radiculares de trés espécimes
foram inicialmente contaminados com 5 uL de uma suspensao contendo
E. faecalis (10° céls/mL), 5 pL de uma suspens&o contendo C. albicans
(10° céls/mL) e mais 10 uL de caldo BHI. Na entrada dos canais foi
colocada uma bolinha de algoddo embebida no caldo BHI. Os espécimes
foram mantidos em estufa a 37£1°C, em umidade relativa, por 7 dias.
Apoés, foram adicionados nos canais radiculares 5 uL de uma suspenséao
contendo E. coli (10° céls/mL) e mais 10 uL de caldo BHI. Os canais
foram selados com bolinha de algoddo embebida em caldo BHI e foram
mantidos em estufa a 37+1°C por mais 14 dias, totalizando 21 dias de
contaminacao. Durante este periodo, foram adicionados 20 uL de meio de
cultura (caldo BHI) no interior dos canais radiculares a cada 2 dias.

ApoOs o periodo de contaminagédo, foi realizada a coleta
dos canais radiculares para confirmacdo da contaminacdo microbiana e
semeadura em meios de cultura seletivos para cada microrganismo, como

detalhado no modelo 1.
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Os resultados obtidos no modelo 2 também néo
apresentaram sucesso, pois nao houve crescimento de E. coli em nenhum
dos espécimes avaliados.

Para tanto, foi proposto o modelo 3. Neste modelo, os
canais radiculares foram contaminados primeiramente com 5 uL de uma
suspensdo contendo E. coli (10° céls/mL), 5 pL de uma suspens&o
contendo C. albicans (10° céls/mL) e mais 10 pL de caldo BHI. Na
entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algoddo embebida no
caldo BHI. Os espécimes foram mantidos em estufa a 37+1°C, em
umidade relativa, por 7 dias. Apo6s, foram adicionados nos canais
radiculares 5 uL de uma suspenséo contendo E. faecalis (10° céls/mL)
mais 10 uL de caldo BHI. Os canais foram selados com bolinha de
algoddo embebida em caldo BHI e foram mantidos em estufa a 37+1°C
por mais 14 dias, totalizando 21 dias de contaminag¢do. Durante este
periodo, foram adicionados 20 uL de meio de cultura (caldo BHI) no
interior dos canais radiculares a cada 2 dias.

ApoOs o periodo de contaminacgéo, foi realizada a coleta
dos canais radiculares para confirmagcdo da contaminacdo microbiana e
semeadura em meios de cultura seletivos para cada microrganismo, Como
detalhado no modelo 1.

Os resultados obtidos no modelo 3 também né&o
demonstraram crescimento de E. coli em nenhum dos espécimes
avaliados, somente C. albicans e E. faecalis.

De acordo com os resultados obtidos até o momento, foi
proposto o 4° modelo experimental. Neste modelo, os canais radiculares
de trés espécimes foram inicialmente contaminados com 10 uL de uma
suspensdo contendo E. coli (10° céls/mL) e receberam mais 10 uL de
caldo BHI. Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodéao
embebida no caldo BHI. Os espécimes foram mantidos em estufa a
37+1°C, em umidade relativa, por 7 dias. Apés, foram adicionados nos
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canais radiculares 5 uL de uma suspensdo contendo E. faecalis (10°
céls/mL), 5 uL de uma suspensdo contendo C. albicans (10° céls/mL) e
mais 10 uL de caldo BHI. Os canais foram selados com bolinha de
algoddo embebida em caldo BHI e foram mantidos em estufa a 37+1°C
por mais 21 dias, totalizando 28 dias de contaminac¢do. Durante este
periodo, foram adicionados 20 uL de meio de cultura (caldo BHI) no
interior dos canais radiculares a cada 2 dias.

Apo6s o periodo de contaminacgédo, foi realizada a coleta
dos canais radiculares para confirmagdo da contaminagcdo microbiana e
semeadura em meios de cultura seletivos para cada microrganismo, como
detalhado no modelo 1.

Os resultados obtidos no modelo 4 demonstraram
sucesso na associagao dos trés microrganismos nos canais radiculares,
de modo que houve intenso crescimento dos diferentes microrganismos
(E. faecalis, C. albicans e E. coli) nos trés espécimes avaliados.

Com isso, o modelo 4 foi padronizado para associacao
dos trés microrganismos em canais radiculares, sendo utilizado na 22

etapa deste projeto.

4.3 Segunda etapa

4.3.1 Contaminacao microbiana dos canais radiculares

Os canais radiculares dos 48 espécimes foram
primeiramente contaminados com 10 uL de suspensao contendo E. coli
(10° células/mL) em solucdo fisiolégica apirogénica (Aster Produtos
Médicos LTDA, Sorocaba, SP), padronizada com a utlizacdo de

espectrofotometro (Figura 4). Os canais receberam mais 10 uL de caldo
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BHI e foram selados com bolinha de algod&o apirogénica embebida no
caldo BHI. Os espécimes foram mantidos em estufa a 37+1°C, em
umidade relativa, por 7 dias. Apos, foram adicionados nos canais
radiculares 5 uL de uma suspensdo contendo E. faecalis (10° céls/mL), 5
uL de uma suspensdo contendo C. albicans (10° céls/mL) e mais 10 pL de
caldo BHI. Os canais foram novamente selados com bolinha de algodao
embebida em caldo BHI e foram mantidos em estufa a 37+1°C por mais
21 dias, totalizando 28 dias de contaminacdo (Figura 5). Durante este
periodo, foram adicionados 20 uL de meio de cultura (caldo BHI) no

interior dos canais radiculares a cada 2 dias.

FIGURA 4 — Semeadura de E. coli por esgotamento e padronizacdo da
suspensdo em espectrofotdmetro.

FIGURA 5 — Contaminagédo dos espécimes e selamento com bolinha de algodéo
embebida em caldo BHI.
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Apo6s o periodo de contaminagédo, foi realizada coleta de
todas as amostras para confirmacdo da contaminagcdo dos canais
radiculares. Para tanto, os canais foram preenchidos com solucdo
fisioldgica apirogénica, a qual foi agitada com uma lima tipo Kerr n° 30, e
foram coletados 100 uplL do conteddo do canal radicular, sendo
transferidos para tubos tipo Eppendorf, apirogénicos, contendo 900 pL de
solucéo fisioldgica apirogénica (Figura 6). A seguir, foram realizadas
diluicdes e aliquotas de 100 uL foram semeadas em duplicata em placas
contendo &gar Enterococcosel, &agar Sabouraud Dextrose com
cloranfenicol e agar MacConkey, para analisar a presenca de E. faecalis,
C. albicans e E. coli, respectivamente. As placas foram incubadas a
37+1°C por 48 horas, para verificacdo do crescimento dos trés

microrganismos.

FIGURA 6 — Coleta do contetido do canal radicular em um dos espécimes.

4.3.2 Grupos experimentais

Apés a confirmacdo da contaminacdo, todos o0s

espécimes foram instrumentados até a lima tipo K n°® 50 e escalonados
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até a lima K n° 80, utilizando-se 3 mL do agente irrigante a cada troca de
instrumento, sendo a irrigacdo e aspiracdo realizada com auxilio de
seringas apirogénicas de 5 mL e agulhas apirogénicas 20 x 5,5 mm (Injex,
SP, Brasil) (Figura 7). Desta forma, os espécimes foram divididos em 4
grupos experimentais (n=12), de acordo com a solucéo irrigadora utilizada
(Quadro 1): grupo G1) extrato glicolico de prépolis 12% (Apis Flora,
Ribeirdo Preto, SP) (Figura 8); grupo G2) extrato glicolico de séalvia 40%
(Salvia divinorum) (Byoférmula Farmacia de Manipulacdo, Sao José dos
Campos, SP) (Figura 8); grupo G3) solucdo de clorexidina 2%
(Byoférmula Farmacia de Manipulacdo, Sdo José dos Campos, SP);

grupo G4 (controle): solucao fisiologica (NaCl a 0,9%) apirogénica (Aster).

FIGURA 7 — Instrumentacdo de um dos espécimes, seguida de irrigacdo e
aspiracao.



50

a b

Figura 8 — Extratos naturais: a) extrato glicélico de prépolis (Apis Flora); b)
extrato glicélico de salvia (Byoférmula).

Apbs preparo biomecanico, foram realizadas duas coletas
do conteldo do canal radicular: uma imediatamente apds a
instrumentacdo e outra apds 7 dias. Em seguida, todos os espécimes
foram inundados com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA - lodontec,
Porto Alegre, RS) a 17%, o qual foi agitado com uma lima por 3 minutos e
foi removido com 10 mL de solucdo fisiologica estéril e apirogénica
(Aster). Apé6s a aplicacdo do EDTA, os espécimes receberam como
medicacdo de demora uma pasta contendo extrato glicélico de bardana
40% (Arctium lappa) (Byoformula Farmacia de Manipulacdo, Sdo José
dos Campos, SP) e hidroxido de calcio P.A. (lodontec, Porto Alegre, RS),

com a consisténcia de pasta dental (Quadro 1) (Figura 9).

a b C

Figura 9 — a) Extrato glicélico de bardana; b) Hidroxido de calcio; c) Pasta de
bardana + hidréxido de calcio
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Apos o preenchimento dos canais radiculares com a
medicacdo de demora, estes permaneceram em estufa a 37+1°C por
catorze dias. Apos o periodo de acdo da medicacédo intracanal, também
foram realizadas duas coletas do contetdo do canal radicular: imediata e

apos sete dias.

Quadro 1 - Distribuicdo dos espécimes nos grupos experimentais, de
acordo com a solucgdo irrigadora e medicagao intracanal.

| GRUPOS | AGENTE IRRIGANTE | MEDICACAO INTRACANAL
G1 extrato glicdlico de extrato glicélico de bardana +
(n=12) prépolis Ca(OH),
G2 extrato glicolico da extrato glicolico de bardana +
(n=12) salvia Ca(OH),
G3 solucédo de clorexidina extrato glicélico de bardana +
(n=12) 2% Ca(OH),
G4 solugéo fisioldgica extrato glicolico de bardana +
(n=12) apirogénica Ca(OH),

4.3.3 Coletas do contelildo do canal radicular

Foram realizadas 4 coletas do conteudo do canal radicular
durante o tratamento: 1%) imediatamente apos a instrumentacéo, 2%) apos
7 dias da instrumentacdo, 3?) imediatamente ap6s o periodo de acdo da
medicacgdo intracanal; 4%) ap0s 7 dias do periodo de acdo da medicacao
intracanal. Todas as coletas dos canais radiculares foram realizadas da

mesma forma, conforme descrito na coleta de confirmacéao (item 4.3.1).

Entre a coleta imediata e apés 7 dias (tanto para o0s

irrigantes como para a medicagdo de demora), os dentes foram
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preenchidos com solucéo fisiologica apirogénica e selados com bolinha
de algoddo apirogénica. As placas contendo os espécimes foram
fechadas, seladas com fita adesiva e mantidas em estufa a temperatura
de 37+1°C e umidade relativa 100%.

Para todas as coletas, foram realizados testes

microbioldgicos e quantificacdo de endotoxinas nos canais radiculares.

4.3.4 Avaliagéo da atividade antimicrobiana — andlise microbiologica

Em todas as coletas, aliquotas (100 uL) das diluicbes do
contetdo coletado do canal radicular foram semeadas em duplicata em

placas contendo meio de cultura seletivo para cada microrganismo.

As placas foram mantidas em estufa 37+1°C por 48 horas,
para avaliagdo do crescimento microbiano. A atividade antimicrobiana dos
agentes irrigantes e medicacdo intracanal utilizados foi avaliada pela
contagem de unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL) de
E. faecalis, C. albicans e E. coli em agar Enterococcosel, agar Sabouraud

dextrose com cloranfenicol e agar MacConkey, respectivamente.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica

ANOVA e teste de Tukey, com significancia de 5%.
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4.3.5 Quantificacdo de endotoxinas — teste cinético cromogénico do lisado

de amebacitos de Limulus (LAL)

Para todas as coletas dos canais radiculares, foi realizado
o0 teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (analise
guantitativa) (cinético QCL — LAL, Cambrex Bio Science, MD, USA)
(Figura 10) para verificar a neutralizagdo de endotoxinas nos canais

radiculares ap0s os diferentes tratamentos.

O Limulus é constituido por um lisado dos amebdcitos
circulantes do caranguejo ferradura da familia Limulus polyphemus que,
guando exposto a quantidades pequenas de endotoxinas, aumenta sua
opacidade bem como sua viscosidade, tornando-se um gel duro®. Estes
autores demonstraram que a formacéo do coagulo era resultado de uma
reacdo enzimatica entre a endotoxina e uma proteina coagulavel presente
na circulagdo do amebdcito de Limulus. Assim, pelo método QCL cinético
do LAL, a endotoxina da bactéria Gram-negativa catalisa a ativacao de
uma pré-enzima em enzima. A enzima ativada catalisa a clivagem do
substrato sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNa em peptideo (Ac-lle-Glu-Ala-
Arg) e p-nitroanilina (pNa), de coloracdo amarela. A pNa transformada
durante a reacdo é medida fotometricamente a 405 nm, continuamente,
durante o periodo de incubacao (37°C). A concentracdo de endotoxina da
amostra € calculada a partir de seu tempo de reagcéo por comparacao ao
tempo de reacdo das solucBes-padrdo contendo quantidades conhecidas

de endotoxina.

Nos dias das coletas (imediatamente apdés o preparo
biomecanico e apés 7 dias e imediatamente apds a remocao da
medicacdo e apos 7 dias), foram realizadas diluicbes da endotoxina
padrdo de E. coli em diferentes concentracbes que representaram oS

padrées de comparacdo das amostras (curva-padrdo). Os testes para
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cada amostra foram realizados em quadruplicata, sendo uma duplicata
utilizada como controle positivo (amostra do contetddo do canal radicular
adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina) para verificar

possiveis interferentes.

a b C

FIGURA 10 - Reagentes do teste cinético cromogénico: a) lisado de amebdcitos
de Limulus (LAL); b) endotoxina padrdo de E. coli; c) agua
apirogénica.

Em uma microplaca apirogénica de 96 pocos (Costar
Corning, New York, USA), foram adicionados 100 uL de agua apirogénica
(branco da reacao), os padrdoes de endotoxina, as amostras coletadas do
canal radicular e os controles positivos (Figura 11). Os testes foram
realizados em quadruplicata. A placa foi incubada no leitor cinético QCL
(Cambrex Bio Science, MD, USA) (Figura 12) a 37+£1°C por 10 min, o qual
estava acoplado a um microcomputador com software Wink QCL

especifico para gerenciamento, execu¢cao e emissao de relatorios.
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FIGURA 11 - Distribuicdo das amostras, em quadruplicata, em placas de 96
pocos, de acordo com o preenchimento do software. Os pocos
marcados em amarelo representam 0s controles positivos das
amostras.

FIGURA 12 - Incubagdo da placa no leitor cinético QCL acoplado ao
microcomputador.

Apos, foram adicionados em cada poco da placa 100 uL
do reagente cinético cromogénico do LAL, com uma multipipeta de 8
canais e ponteiras apirogénicas (Figura 13). Apds o inicio do ensaio
cinético, o software da leitora de microplacas monitorou, de forma
continua durante todo o ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada poco da
microplaca. O leitor determinou o tempo necessario para aumentar a

absorbancia de cada poco a 0,2 unidades de absorbancia, que foi
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denominado tempo de reacdo. O software WinkQCL automaticamente
calculou uma correlagcédo linear log/log do tempo de reacdo de cada
padrdo com a concentracdo de endotoxina correspondente. Os

parametros da curva-padrao foram impressos no relatorio.

a b

FIGURA 13 — a) Reservatério contendo substrato cromogénico ressuspendido;
b) Adicdo do substrato cromogénico nos pocos da microplaca.

Os resultados deste teste foram  avaliados
estatisticamente pelo testes de Kruskal Wallis e Dunn, com nivel de

significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Associagao microbiana

No modelo experimental 1, ndo houve crescimento de E.
coli e C. albicans, somente de E. faecalis. Nos modelos experimentais 2 e
3, ndo houve crescimento de E. coli. Somente no modelo experimental 4,
houve crescimento dos trés microrganismos (E. faecalis, C. albicans e E.

coli) apos periodo total de contaminacédo de 28 dias.

5.2 Analise microbiologica

Apoés coleta de confirmacdo microbiana, foi observado
crescimento de E. faecalis, C. albicans e E. coli em todos os espécimes
(Figura 14). Os valores médios de log de UFC/mL obtidos em cada
espécime dos grupos experimentais, na coleta de confirmacdo, apos
preparo biomecéanico e medicacdo intracanal, estdo demonstrados nas
Tabelas 1 a 4.
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FIGURA 14 - Crescimento microbiano (E. faecalis, C. albicans e E. coli) na coleta
de confirmacdo de um dos espécimes do grupo G3 (diluicdo 107?).
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Tabela 1 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli obtidos por cada espécime do grupo G1 (prépolis,
n=12) em todas as coletas*

Confirmacéo 12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
Enterococcus faecalis
1 6,431 0,00 0,00 0,00 0,00
2 6,204 0,00 0,00 0,00 0,00
3 5,602 0,00 0,00 0,00 0,00
4 6,380 0,00 0,00 0,00 0,00
5 6,113 0,00 0,00 0,00 0,00
6 5,623 0,00 0,00 0,00 0,00
7 5,255 0,00 0,00 0,00 0,00
8 5,740 0,00 0,00 0,00 0,00
9 6,397 0,00 0,00 0,00 0,00
10 5,732 0,00 0,00 0,00 0,00
11 5,518 0,00 0,00 0,00 0,00
12 6 0,00 0,00 0,00 0,00
Candida albicans
1 2,60 0,00 0,00 0,00 0,00
2 5,643 0,00 0,00 0,00 0,00
3 3,230 0,00 0,00 0,00 0,00
4 6 0,00 0,00 0,00 0,00
5 4,857 0,00 0,00 0,00 0,00
6 4,963 0,00 0,00 0,00 0,00
7 2 0,00 0,00 0,00 0,00
8 5,778 0,00 0,00 0,00 0,00
9 5,799 0,00 0,00 0,00 0,00
10 3,556 0,00 0,00 0,00 0,00
11 5,505 0,00 0,00 0,00 0,00
12 5,763 0,00 0,00 0,00 0,00
Escherichia coli
1 3,716 0,00 0,00 0,00 0,00
2 5,401 0,00 0,00 0,00 0,00
3 5,531 0,00 0,00 0,00 0,00
4 6,326 0,00 0,00 0,00 0,00
5 6,465 0,00 0,00 0,00 0,00
6 5,260 0,00 0,00 0,00 0,00
7 3,963 0,00 0,00 0,00 0,00
8 6,235 0,00 0,00 0,00 0,00
9 4,637 0,00 0,00 0,00 0,00
10 6,372 0,00 0,00 0,00 0,00
11 5,903 0,00 0,00 0,00 0,00
12 4,531 0,00 0,00 0,00 0,00

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacdo; 22 coleta: apdés 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apds 7 dias
da remocéo da MIC.
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Tabela 2 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli obtidos por cada espécime do grupo G2 (salvia, n=12)
em todas as coletas*

Confirmacéo 12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
Enterococcus faecalis
1 5,763 3,623 4,546 0,00 0,00
2 5,698 4,170 4,643 0,00 0,00
3 6,380 3,113 4,079 0,00 0,00
4 6,296 3,778 4,619 0,00 0,00
5 6,133 4,017 4,702 0,00 0,00
6 6,792 4,318 4,850 0,00 0,00
7 5,722 3,447 5,401 0,00 0,00
8 6,352 2,954 4,494 0,00 0,00
9 5,444 3,556 4,546 0,00 0,00
10 5,505 3,176 4,447 0,00 0,00
11 5,944 3,041 4,741 0,00 0,00
12 6,544 3,880 4,593 0,00 0,00
Candida albicans
1 4,763 0,00 4,260 0,00 0,00
2 5,434 2,944 4,716 0,00 0,00
3 5,431 3,681 4,695 0,00 0,00
4 5,651 3,647 3,949 0,00 0,00
5 3,903 0,00 4,332 0,00 0,00
6 3,477 2,301 4,167 0,00 0,00
7 4,812 0,00 3,414 0,00 0,00
8 5,447 0,00 3,531 0,00 0,00
9 5,394 0,00 4,660 0,00 0,00
10 5,673 0,00 3,397 0,00 0,00
11 5,651 0,00 4,579 0,00 0,00
12 5,643 0,00 4,276 0,00 0,00
Escherichia coli
1 5,666 0,00 4,089 0,00 0,00
2 5,698 0,00 4,411 0,00 0,00
3 5,792 2,698 5,414 0,00 0,00
4 5,584 0,00 4511 0,00 0,00
5 4,903 0,00 3,079 0,00 0,00
6 5,146 3,204 4,164 0,00 0,00
7 6,350 0,00 3,939 0,00 0,00
8 5,477 0,00 3,732 0,00 0,00
9 6,021 0,00 3,146 0,00 0,00
10 6,401 2,361 5,556 0,00 0,00
11 5,707 2,397 4,060 0,00 0,00
12 5,695 2,643 4,408 0,00 0,00

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacdo; 22 coleta: apdés 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apds 7 dias
da remocéo da MIC.
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Tabela 3 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli obtidos por cada espécime do grupo G3 (clorexidina,
n=12) em todas as coletas*

Confirmacéo 12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
Enterococcus faecalis
1 6,602 0,00 0,00 0,00 0,00
2 6,301 0,00 0,00 0,00 0,00
3 7,255 0,00 0,00 0,00 0,00
4 7,107 0,00 0,00 0,00 0,00
5 6,204 0,00 0,00 0,00 0,00
6 6,662 0,00 0,00 0,00 0,00
7 5,380 0,00 0,00 0,00 0,00
8 7,176 0,00 0,00 0,00 0,00
9 5,602 0,00 0,00 0,00 0,00
10 6,740 0,00 0,00 0,00 0,00
11 5,342 0,00 0,00 0,00 0,00
12 6,322 0,00 0,00 0,00 0,00
Candida albicans
1 5,623 0,00 0,00 0,00 0,00
2 6,193 0,00 0,00 0,00 0,00
3 4,857 0,00 0,00 0,00 0,00
4 4,064 0,00 0,00 0,00 0,00
5 6,017 0,00 0,00 0,00 0,00
6 5,806 0,00 0,00 0,00 0,00
7 4,235 0,00 0,00 0,00 0,00
8 4,515 0,00 0,00 0,00 0,00
9 4,133 0,00 0,00 0,00 0,00
10 4,049 0,00 0,00 0,00 0,00
11 5,880 0,00 0,00 0,00 0,00
12 6,107 0,00 0,00 0,00 0,00
Escherichia coli
1 6,079 0,00 0,00 0,00 0,00
2 6,681 0,00 0,00 0,00 0,00
3 6,735 0,00 0,00 0,00 0,00
4 5,357 0,00 0,00 0,00 0,00
5 4,309 0,00 0,00 0,00 0,00
6 4,551 0,00 0,00 0,00 0,00
7 4,401 0,00 0,00 0,00 0,00
8 6,662 0,00 0,00 0,00 0,00
9 6,944 0,00 0,00 0,00 0,00
10 6,924 0,00 0,00 0,00 0,00
11 4,681 0,00 0,00 0,00 0,00
12 6,079 0,00 0,00 0,00 0,00

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacdo; 22 coleta: apdés 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apds 7 dias
da remocéo da MIC.
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Tabela 4 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli obtidos por cada espécime do grupo G4 (controle —
soro fisioldgico, n=12) em todas as coletas*.

Confirmacéo 12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
Enterococcus faecalis
1 6,477 4477 4,494 0,00 0,00
2 5,691 4,380 4,380 0,00 0,00
3 5,593 4,342 4,702 0,00 0,00
4 6,702 4,499 4,301 0,00 0,00
5 6,255 5,511 4,158 0,00 0,00
6 6,745 4,357 5,711 0,00 0,00
7 6,688 4,553 4,593 0,00 0,00
8 6,725 4,513 4,695 0,00 0,00
9 6,447 5,460 4,944 0,00 0,00
10 6,342 4,459 4,546 0,00 0,00
11 5,440 4,394 4,885 0,00 0,00
12 6,688 4,551 4,732 0,00 0,00
Candida albicans
1 4,414 3,505 4,217 0,00 0,00
2 5,482 3,963 4,416 0,00 0,00
3 5,702 4,643 4,350 0,00 0,00
4 4,591 3,531 2,954 0,00 0,00
5 5,283 3,826 4,127 0,00 0,00
6 5,324 3,903 4,579 0,00 0,00
7 5,597 3,591 4,575 0,00 0,00
8 4,681 4,515 4,558 0,00 0,00
9 5,017 3,041 4,591 0,00 0,00
10 5,093 4,093 4,575 0,00 0,00
11 4,602 3,763 4,033 0,00 0,00
12 5,346 3,982 4,434 0,00 0,00
Escherichia coli
1 5,841 3,611 5,131 0,00 0,00
2 5,688 4,735 4,352 0,00 0,00
3 6,357 4,093 4,170 0,00 0,00
4 6,494 4,107 5,100 0,00 0,00
5 5,691 4,832 4,447 0,00 0,00
6 6,383 4,792 5,334 0,00 0,00
7 6,290 4,411 4,096 0,00 0,00
8 5,916 4,752 4,167 0,00 0,00
9 5,511 4,411 5,355 0,00 0,00
10 6,096 4,326 4,173 0,00 0,00
11 6,561 4,494 3,939 0,00 0,00
12 6,877 4,712 4,243 0,00 0,00

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacdo; 22 coleta: apdés 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apds 7 dias
da remocéo da MIC.

Os valores médios de UFC/mL (log10) de E. faecalis, C.

albicans e E. coli obtidos por cada grupo na coleta de confirmacéo, 0s
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desvios-padréo e a formacao de grupos homogéneos estao apresentados

na Tabela 5 e representados na Figura 15.

Tabela 5 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli £ desvio-padréo obtidos por cada grupo experimental
(n=12) na coleta de confirmacdo e formacdo de grupos

homogéneos*
Média Desvio-padréo Grupos homogéneos*
Enterococcus faecalis

Gl 5,916 0,391 A

G2 6,047 0,431 A

G3 6,391 0,668 A

G4 6,316 0,477 A
Candida albicans

Gl 4,641 1,412 A

G2 5,106 0,733 A

G3 5,123 0,888 A

G4 5,094 0,432 A
Escherichia coli

Gl 5,316 0,960 A

G2 5,703 0,429 A

G3 5,783 1,057 A

G4 6,142 0,417 A

G1: propolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
*|etras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.

Apés analise estatistica, pode-se verificar que ndo houve
diferenca significante na coleta de confirmacdo entre os grupos para 0s

trés microrganismos avaliados (p>0,05).
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FIGURA 15 — Representacdo gréfica dos valores médios + desvios-padrao de
UFC/mL de cada microrganismo obtidos pelos grupos na coleta
de confirmacao.

Os valores médios de UFC/mL (log10) de E. faecalis, C.
albicans e E. coli obtidos por cada grupo na 12 coleta imediatamente apos
instrumentacao, os desvios-padrao e a formacao de grupos homogéneos

estdo apresentados na Tabela 6 e representados na Figura 16.

Tabela 6 — Valores medios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli £ desvio-padréo obtidos por cada grupo experimental
(n=12) na 12 coleta apoOs instrumentacdo e formacdo de
grupos homogéneos*

Média Desvio-padréo Grupos homogéneos*
Enterococcus faecalis

Gl 0,00 0,00 A

G2 3,589 0,45 B

G3 0,00 0,00 A

G4 4,625 0,40 C
Candida albicans

G1 0,00 0,00 A

G2 1,05 1,59 B

G3 0,00 0,00 A

G4 3,863 0,43 C
Escherichia coli

Gl 0,00 0,00 A

G2 1,11 1,39 B

G3 0,00 0,00 A

G4 4,431 0,387 C

G1: prépolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
*|etras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.
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FIGURA 16— Representacao grafica dos valores médios de UFC/mL (log10) de
cada microrganismo obtidos pelos grupos salvia (G2) e controle
(G4) ap6s a primeira coleta da instrumentacao.

Apés andlise dos resultados, pode-se verificar que no
grupo G1 (extrato glicdlico de propolis) e no grupo G3 (solucdo de
clorexidina) houve auséncia de crescimento microbiano (E. faecalis, C.
albicans e E. coli) na coleta imediatamente apos instrumentacéo, sendo
semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes dos demais grupos. O grupo
G2 (extrato glicolico de salvia) apresentou valores intermediérios de
UFC/mL para o0s trés microrganismos avaliados, com valores
significativamente maiores que os grupos G1 (propolis) e G3 (clorexidina)
(p<0,05) e menores que o grupo controle (G4) (p<0,05). O grupo G4
apresentou os maiores valores de UFC/mL para todos 0s microrganismos,
sendo diferente de todos os grupos experimentais (p<0,05).

Os valores médios de UFC/mL (log10) de E. faecalis, C.
albicans e E. coli obtidos por cada grupo na 22 coleta apos
instrumentacao, os desvios-padrao e a formacao de grupos homogéneos
estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, C. albicans
e E. coli £ desvio-padréo obtidos por cada grupo experimental
(n=12) na 22 coleta apOs instrumentacdo e formacdo de
grupos homogéneos*

Média Desvio-padréo Grupos homogéneos*
Enterococcus faecalis

Gl 0,00 0,00 A

G2 4,638 0,306 B

G3 0,00 0,00 A

G4 4,678 0,398 B
Candida albicans

Gl 0,00 0,00 A

G2 4,165 0,491 B

G3 0,00 0,00 A

G4 4,284 0,460 B
Escherichia coli

Gl 0,00 0,00 A

G2 4,209 0,750 B

G3 0,00 0,00 A

G4 4,542 0,527 B

G1: propolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
*|etras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.

Apoés anadlise dos resultados, pode-se verificar que no
grupo G1 (extrato glicolico de propolis) e no grupo G3 (solugdo de
clorexidina) também houve auséncia de crescimento microbiano (E.
faecalis, C. albicans e E. coli) na 22 coleta apds instrumentacao, sendo
semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes dos demais grupos (p<0,05).
No grupo G2 (extrato glicolico de salvia), foi observado aumento nas
contagens de UFC/mL para os trés microrganismos avaliados, sendo
estes resultados estatisticamente semelhantes ao grupo controle G4
(p>0,05) e diferentes dos grupo G1 (propolis) e G3 (clorexidina).

Com relacdo a medicacdo intracanal, foi observada

auséncia de crescimento microbiano em todos 0s grupos experimentais.
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Os valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL) obtidos

em cada espécime dos grupos experimentais, apds preparo biomecanico

e medicacao intracanal, estdo demonstrados nas Tabelas 8 a 11.

Tabela 8 — Valores médios obtidos da quantidade de endotoxinas de E.
coli (EU/mL) em cada espécime do grupo G1* (propolis, n=12)

nas 4 coletas.

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
1 468 3100 13,7 12,8
2 160 2930 19,4 15,9
3 1560 8450 29,5 22,5
4 356 3490 15,1 21,4
5 2070 1110 41,8 19,5
6 827 3480 17,5 8,77
7 277 1680 9,89 11,4
8 923 2640 13,6 16,3
9 857 2380 10,2 20,8
10 806 1260 12,3 15,6
11 363 1350 12,7 14,2
12 354 1250 11,2 14,6

*12 coleta: imediatamente apoés
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apds 7 dias

da remocéao da MIC.

instrumentacéo;

22 coleta:

ap6s 7 dias da
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Tabela 9 — Valores médios obtidos da quantidade de endotoxinas de E.
coli (EU/mL) em cada espécime do grupo G2* (salvia, n=12)
nas 4 coletas.

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
1 603 3040 8,75 11,4
2 1050 13700 17,70 14,0
3 3540 17700 36,60 14,8
4 685 12800 25,70 13,6
5 1590 3580 20,80 12,7
6 1370 6130 14,50 19,7
7 880 1320 22,5 27,9
8 330 2770 12,80 19,5
9 448 2370 17,1 18,4
10 756 20400 17,1 10,3
11 1810 11900 35,7 31,2
12 336 7920 68,0 11,7

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apés 7 dias
da remocéo da MIC.

Tabela 10 — Valores médios obtidos da quantidade de endotoxinas de E.
coli (EU/mL) em cada espécime do grupo G3* (clorexidina,
n=12) nas 4 coletas.

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
1 525 3080 20,0 11,7
2 429 2210 11,6 9,75
3 338 4190 13,4 8,22
4 1150 6850 11,0 25,8
5 570 3680 12,7 22,0
6 445 4470 9,77 10,6
7 213 1600 10,3 16,7
8 599 4450 11,1 15,3
9 495 7570 9,70 15,6
10 332 1320 12,5 14,9
11 1030 3530 16,3 12,9
12 279 2850 13,7 16,8

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacado; 22 coleta: apds 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocao da MIC; 42 coleta: apds 7 dias
da remocéao da MIC.
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Tabela 11 — Valores médios obtidos da quantidade de endotoxinas de E.
coli (EU/mL) em cada espécime do grupo G4* (controle - soro,
n=12) nas 4 coletas.

12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
1 7780 10700 16,6 14,3
2 1490 9880 73,3 14,8
3 1150 4070 6,74 38,2
4 568 4836 8,03 16,0
5 1340 1080 6,96 18,9
6 880 6760 5,95 15,0
7 1760 7830 8,14 14,6
8 3470 14740 10,6 29,3
9 11000 14100 10,4 15,8
10 769 27300 18,5 15,5
11 623 3620 11,6 22,4
12 1200 6830 8,44 53,7

*12 coleta: imediatamente apds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da
instrumentacéo; 32 coleta: imediatamente apds remocédo da MIC; 42 coleta: apés 7 dias
da remocéo da MIC.

Os valores médios de endotoxinas (EU/mL), desvios-
padrdo, posto médio e formacdo de grupos homogéneos obtidos por cada

grupo nas 4 coletas estao apresentados nas Tabelas 12 a 15.

Tabela 12 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL), desvios-padrao,
posto médio e formacao de grupos homogéneos obtidos por
cada grupo na 12 coleta*

Média  Desvio-padrdao Posto médio Grupos
homogéneos
Gl 752 569 20,417 A B
G2 1117 902 27,042 A B
G3 533,8 285,9 15,292 B
G4 2669 3303 35,250 A

G1: propolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
*12 coleta: imediatamente apds instrumentacao.

Analisando os resultados, pode-se verificar que 0s grupos
Gl (propolis) e G2 (salvia) apresentaram valores intermediarios de
endotoxinas, sendo semelhantes aos grupos G3 (clorexidina) e G4

(controle, soro) (p>0,05). O grupo G3 (clorexidina) apresentou valores
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semelhantes de endotoxinas aos grupos G1 e G2 (p>0,05), entretanto, foi
estatisticamente menor que o grupo controle G4 (p<0,05). O grupo G4
(controle) apresentou os maiores valores médios, sendo semelhante aos
grupos G1 e G2 (p>0,05) e diferente de G3 (p<0,05).

Tabela 13 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL), desvios-padrao,
posto médio e formacao de grupos homogéneos obtidos por
cada grupo na 22 coleta*

Média Desvio- Posto médio Grupos
padrao homogéneos
Gl 2760 2003 13,667 B
G2 8636 6502 29,792 A
G3 3817 1896 21,375 A B
G4 9312 7011 33,167 A

G1: propolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
* 22 coleta: ap0s 7 dias da instrumentacgéo.

Analisando os resultados, pode-se verificar que houve
aumento de endotoxinas em todos 0s grupos em relacdo a primeira coleta
apos instrumentacdo. O grupo G1 (propolis) apresentou o menor valor
médio de endotoxinas, sendo semelhante ao grupo G3 (clorexidina)
(p>0,05) e diferente dos grupos G2 (salvia) e G4 (controle, soro) (p<0,05).
O grupo G3 (clorexidina) apresentou valores intermediarios de
endotoxinas, sendo semelhante a todos os grupos (p>0,05). Os grupos
G2 (salvia) e G4 (controle) apresentaram 0s maiores valores de
endotoxinas, sendo semelhantes entre si, semelhantes ao grupo G3
(p>0,05) e diferentes do grupo G1 (p<0,05).
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Tabela 14 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL), desvios-padrao,
posto médio e formacao de grupos homogéneos obtidos por
cada grupo na 32 coleta*

Média  Desvio-padrdao Posto médio Grupos
homogéneos
Gl 17,24 9,41 21,167 A B
G2 24,77 16,02 35,167 A
G3 12,673 2,981 20,375 A B
G4 15,44 18,63 15,292 B

G1: propolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
*32 coleta: imediatamente ap6s remoc¢éo da MIC.

Apés a remocdo da medicacdo intracanal, pode-se
verificar significativa reducdo de endotoxinas em todos 0S grupos
avaliados. O grupo G2 (salvia/bardana + hidroxido de calcio) apresentou
0s maiores valores, sendo semelhantes aos grupos G1 e G3 (p>0,05).

Tabela 15 — Valores médios de endotoxinas (EU/mL), desvios-padrao,
posto médio e formacdo de grupos homogéneos obtidos por
cada grupo na 42 coleta*

meédia desvio- posto médio grupos
padréo homogéneos
Gl 16,15 4,22 24,167 A
G2 17,10 6,63 22,583 A
G3 15,02 5,05 20,417 A
G4 22,38 12,29 30,833 A

G1: propolis; G2: salvia; G3: clorexidina; G4: soro (controle);
*42 coleta: ap0s 7 dias da remocao da MIC.

Analisando os resultados, pode-se verificar que apos 7
dias da remocédo da medicacao intracanal, todos 0s grupos continuaram
apresentando baixos valores de endotoxinas, sem diferenca estatistica

entre eles (p>0,05).

Os valores de endotoxinas (EU/mL) obtidos pelos grupos
nas 4 coletas estdo representados pelos graficos de pontos nas Figuras
17 e 18.
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FIGURA 17— Representacdo grafica dos valores de EU/mL obtidos pelos grupos
apoés a primeira e segunda coletas.
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FIGURA 18- Representacao grafica dos valores de EU/mL obtidos pelos grupos
apos a terceira e quarta coletas.



6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

De acordo com Oliveira®, tem-se verificado que a
utilizacado de dentes humanos em pesquisas in vitro enfrenta dificuldades
em relacdo a questdo ética, a dificuldade de obtencdo dos mesmos e a
padronizacdo da amostra. Este estudo foi submetido e aprovado pelo
comité de Etica em Pesquisa da FOSJC (Anexo A), sendo que os dentes
utilizados nesta pesquisa foram extraidos em clinicas odontologicas
particulares, por motivos diversos e com prévia autorizacdo dos pacientes
por meio do consentimento livre e esclarecido. Com relacdo a
padronizacdo da amostra, as coroas foram seccionadas padronizando o
tamanho da raiz em 16 mm® e os espécimes foram inicialmente
instrumentados até lima Kerr n® 30 para padronizar o didmetro inicial do
canal radicular®. Foi realizada vedacdo da regido apical com resina
composta fotopolimerizavel e impermeabilizacdo externa da raiz com
adesivo apOxi para impossibilitar a saida dos microrganismos e suas

endotoxinas, e também dos agentes irrigantes e medicacao intracanal®’.

Para eliminar endotoxinas pré-existentes, os espécimes e
todos os materiais utilizados na pesquisa (limas, bolinhas de algodao,
ponteiras, microtubos, gaze, luvas) foram submetidos a radiagdo gama
cobalto 60%!. Em 1983, Csako et al.'® demonstraram que a radiacéo tem
vérios efeitos sobre LPS, incluindo destruicdo da porcao polissacaridica e
alteracdo do lipidio A, principal responséavel pela toxicidade da endotoxina
(LPS). A radiacdo gama cobalto 60 foi realizada seguindo protocolo (20
Kgy / 6 h) da empresa EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radia¢éo).
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A distribuicdo dos espécimes em placas de cultura de
células e fixacdo com resina acrilica foi realizada de acordo com Oliveira
et al.” para facilitar a instrumentacéo dos espécimes e diminuir o risco de

contaminacao.

O tempo de contaminacdo foi estabelecido em 28 dias
para E. coli, pois de acordo com as tentativas de associacdo, foi
observada a necessidade de inocular E. coli antes dos demais

microrganismos. De acordo com Menezes et al.”

, 0 tempo necessario
para C. albicans e E. faecalis penetrar em profundidade nos tubulos
dentinarios € de 21 dias (observado em microscopia eletrénica de
varredura). Com isso, para associacdo microbiana estabeleceu-se o
seguinte periodo de contaminacédo: 28 dias para E. coli e 21 dias para C.

albicans e E. faecalis.

C. albicans e E. faecalis foram selecionados neste estudo,
pois sao microrganismos freqlientemente presentes nas infeccdes

37,80,91 .

persistentes dos canais radiculares E. coli ndo € uma bactéria

comumente encontrada no interior dos canais radiculares com polpa

necrosada, embora Peciuliene et al.®*

tenha verificado a presenca de E.
coli em canais radiculares com falhas no tratamento endoddntico. No
entanto, a inclusdo de E. coli neste estudo foi, principalmente, para
verificar a acdo dos agentes irrigantes e medicagdo intracanal sobre
endotoxinas, pois embora E. coli ndo seja uma bactéria frequente nas
infeccdes endododnticas, sua endotoxina apresenta a estrutura basica do
componente lipidico, que representa o centro ativo responsavel pelas
propriedades téxicas do LPS**. Além disso, a endotoxina de E. coli é
uma endotoxina padréo, utilizada na maioria dos trabalhos relatados na

literatu r.a6,50,81,82,93,111,131

As endotoxinas sao lipopolissacaridios que
consistem de trés partes distintas: o componente lipidico apolar (lipidio A),
um corpo oligossacaridico e outro heteropolissacaridico, representado

pelo antigeno O de superficie®. O lipidio A é o principal responsavel pela
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atividade endotoxica do LPS e sua estrutura primaria € bem conservada
entre as diferentes espécies de bactérias Gram-negativas'**. Desta forma,
pode-se verificar se 0s agentes irrigantes e medicacdo intracanal
apresentam capacidade de destruir a bactéria Gram-negativa e também

de neutralizar suas endotoxinas liberadas.

Para detectar a presenga de endotoxinas nos canais
radiculares, foi utilizado o teste cinético cromogénico do lisado de
amebocito de Limulus (LAL), pois este € o método mais sensivel, com
capacidade para detectar a partir de 0,005 unidades de endotoxinas.
Como este teste € quantitativo, possibilita maior precisdo na determinacéo
da quantidade de endotoxina presente nos canais radiculares. Assim,
consequentemente, também permite verificar de forma mais confiavel o
agente irrigante ou medicacao intracanal mais efetivo sobre LPS. O
método cromogénico do LAL foi usado por diversos autores®>*°%13¢,
Existem no mercado outros métodos para detectar endotoxina, como o de

geleificacdo do LAL, usado em pesquisas anteriores®®?

, que também
apresenta importante  sensibilidade, entretanto, € um teste

semiguantitativo, que néo permite quantificacao precisa de endotoxinas.

O teste do LAL pode sofrer interferéncia de algumas
substancias, promovendo resultados falso negativos ou falso positivos.
Para identificar possiveis interferentes da reagdo nas amostras coletadas
do canal radicular, o teste foi realizado em quadruplicata para cada
amostra, sendo que uma duplicata foi usada como controle positivo, ou
seja, foi contaminada com uma concentracdo conhecida de endotoxina
padrdo de E. coli, de modo que o resultado deste controle positivo
indicava se a amostra possuia ou nao interferentes. Uma interferéncia
possivel é alteracdo do pH, para tanto, este teste possui uma solucao
tampdo apirogénica, que pode ser utilizada nas amostras com pH muito

basico ou muito &cido. No presente estudo, todas as amostras
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apresentaram resultados confiaveis, pois 0s controles positivos nao

apresentaram interferentes.

6.2 Dos resultados

6.2.1 Analise microbioldgica

Em todos os grupos foi observada significativa reducao
dos trés microrganismos entre a coleta de confirmag&o e a primeira coleta
apos instrumentacdo. Estes resultados demonstraram que a
instrumentacdo associada com irrigagcdo e aspiracdo removeu grande
guantidade dos microrganismos presentes nos canais radiculares,
independente do irrigante utilizado, inclusive solucdo fisiolégica. Estes
resultados concordaram com o estudo de Bystrém e Sundqvist’. No
entanto, essa reducao microbiana obtida pelo preparo biomecanico néo é
suficiente, pois 0s microrganismos restantes podem se proliferar no
interior dos tabulos dentinérios e na luz do canal radicular, de modo que
torna-se necessaria a utilizacdo de substancias irrigadoras com atividade
antimicrobiana, a fim de eliminar, se possivel completamente, o0s

microrganismos e seus produtos presentes nos canais radiculares.

No presente estudo, o extrato glicolico de prépolis foi
efetivo sobre os trés microrganismos avaliados (E. faecalis, C. albicans e
E. coli) tanto na primeira como na segunda coleta apos instrumentacao.
Estes resultados concordaram com diversos estudos que avaliaram a
atividade antimicrobiana de diferentes extratos de propolis, principalmente

29,58,66,102 I 29

extrato alcodlico De acordo com Ferreira et al.*, a propolis

brasileira é caracterizada por uma baixa concentracdo de flavondides e
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ésteres de acido fendlicos, que sdo compostos antimicrobianos tipicos de
regibes temperadas, por outro lado, possui alta concentracdo de acido
dihidrocindmico, acetofenones fenilados e terpendides especificos, o0s
quais também apresentam atividade antimicrobiana. Ferreira et al.?
verificaram em suas amostras de propolis altos niveis de &acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinamico, de modo que 0sS autores sugeriram que este
deva ser o componente antimicrobiano principal da prépolis brasileira. De
acordo com o fabricante (Apis flora), o extrato glicdlico de propolis
utilizado neste estudo apresentou 5,63 mg/mL de flavondides totais e
2,07% de fendis totais, dentre outros compostos. A prépolis, em geral, é
composta por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de
Oleos essenciais e aromaticos, 5% de pdélen e 5% de vérias outras
substancias, incluindo restos organicos dependendo do local e tempo da
coleta. Assim, os componentes da prépolis variam muito de acordo com
clima, estacdo, local e ano. Na presente pesquisa foi avaliada a agao
antimicrobiana do extrato glicélico de prépolis como um todo, e pode-se
verificar que este extrato, produzido em Julho de 2007 pela empresa Apis
Flora (Lote:006/07) apresentou importante efeito antimicrobiano sobre
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos em canais radiculares,

demonstrando inclusive importante efeito residual.

Estes resultados concordaram com o estudo de Koo et
al.>®, que, utilizando diferente metodologia (método de difusdo em &gar),
verificaram que o extrato alcodlico de propolis apresentou importante
atividade antimicrobiana sobre varios microrganismos, incluindo C.
albicans, E. faecalis, P. gingivalis, P. endodotalis, Prevotella denticola, A.

naeslundii e S. aureus. Em 2006, Oncaag et al.®®

verificaram que a
propolis apresentou boa atividade antibacteriana sobre E. faecalis em
canais radiculares, sugerindo seu uso como um medicamento intracanal
alternativo. Com base nos resultados do atual estudo, o extrato glicélico

de prépolis tem potencial para ser utilizado como irrigante dos canais
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radiculares, demonstrando importante atividade sobre microrganismos

presentes em infecgdes endoddnticas persistentes.

Os resultados obtidos com o extrato de propolis foram
semelhantes aos da clorexidina 2%. Na presente pesquisa, a clorexidina
apresentou efeito antimicrobiano sobre os trés microrganismos avaliados
e também apresentou efeito residual, concordando com os inameros

8,20,25,34,62,72,98,108,148

trabalhos relatados na literatura De acordo com

Vianna et al.**’

, 0 efeito antimicrobiano da clorexidina & devido a sua
capacidade de se ligar a regides eletronegativas da bactéria e de atacar a
membrana citoplasmatica bacteriana causando prejuizos na bicamada de
fosfolipidios, perda do equilibrio osmético e liberacdo do material
intracelular. Além disso, a clorexidina tem capacidade de se adsorver aos
tecidos duros dentarios com graduada e prolongada liberagcdo em niveis
terapéuticos, promovendo efeito residual no sistema de canais

radiculares®.

Ja& com relagdo a sélvia, pode-se verificar no presente
estudo que o extrato glicdlico de salvia apresentou atividade
antimicrobiana significativamente menor que a propolis e clorexidina. Por
outro lado, apresentou efeito antimicrobiano superior ao grupo controle
(soro fisiologico), principalmente sobre E. coli e C. albicans, apresentando
auséncia de crescimento microbiano em 58,3% e 66,7% dos espécimes,
respectivamente, na primeira coleta apds instrumentacdo. Na segunda
coleta, verificou-se aumento de crescimento microbiano em todos os
espécimes, demonstrando auséncia de efeito residual. Estes resultados
discordaram de vérios trabalhos relatados na literatura, entretanto, estes
estudos verificaram a acao antimicrobiana de 6leos essenciais de salvia.
Pereira et al.®> demonstraram que o 6leo essencial de Salvia officinalis
apresentou acao inibitoria superior a outros fitoterapicos, tendo eficacia de
100% em espécies de Enterobacter e Klebsiella, 96% em Escherichia coli,

83% em Proteus mirabilis e 75% em Morganella morganii. Ozcan et al.®®
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relataram que varios 6leos essenciais, incluindo de sélvia, foram efetivos
contra véarias espécies de Bacillus. J4 em 2007, Yousefzadi et al.**®
verificaram que os 6leos essenciais de diferentes espécies de sélvia (S.
multicaulis, S. sclarea e S. verticillata) apresentaram moderada a alta
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Bacillus
subtilis, Bacillus pumulis, E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis, E. coli e
Klebsiella pneumoniae), exceto para P. aeruginosa que foi totalmente
resistente. Por outro lado, os Oleos apresentaram fraca ou nenhuma
atividade antifangica (C. albicans, Saccharomyces cerevisiae e
Aspergillus niger), sendo que somente o0 Oleo de S. multicaulis
demonstrou atividade sobre C. albicans e S. cerevisiae. Em um estudo
paralelo ao apresentado, o Oleo essencial de Salvia sclarea apresentou
efetiva acdo sobre E. coli, guando usado como agente irrigante em canais
radiculares, com auséncia de crescimento antimicrobiano na primeira
coleta ap0s instrumentagdo em todos os 30 espécimes avaliados. Assim,
pode-se verificar que as propriedades antimicrobianas do éleo essencial
sdo parcialmente perdidas quando da utilizacdo de extratos. Com isso,
seria interessante avaliar extratos com maior concentracdo do principio
ativo. Na presente pesquisa, o extrato glicélico de salvia utilizado estava

na concentracao de 40%.

Com relacdo a medicagdo intracanal, a pasta de extrato
glicdlico de bardana com hidroxido de célcio demonstrou efetiva agéo
antimicrobiana sobre E. faecalis, C. albicans e E. coli, com auséncia de
crescimento microbiano em todos os espécimes, mesmo apos sete dia da
remocdo da medicacdo, o que demonstrou também que a medicacgéo teve
acdo no sistema de canais radiculares atuando em profundidade nos
tubulos dentinarios, com importante efeito residual. A literatura tem
demonstrado que somente a utilizacdo de hidréxido de calcio como
medicacdo de demora ndo € suficiente para eliminar todos o0s
microrganismos presentes na infeccdo endoddntica, de modo que

algumas espécies oferecem maior resisténcia ao hidréxido de calcio,
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como E. faecalis e C. albicans®*****. De acordo com os resultados do
atual estudo, pode-se verificar que a associacao do extrato de bardana ao
hidréxido de célcio foi benéfica, provavelmente aumentando o espectro de
acao antimicrobiana da medicacdo. Estes resultados concordaram com

1.92 e Gentil et al.>?. Pereira et al.®? verificaram,

os estudos de Pereira et a
utiizando o método de difusdo em agar, que constituintes da bardana
apresentaram potente inibicdo microbiana contra diferentes patégenos
endoddnticos, incluindo E. faecalis e C. albicans. Gentil et al.*
demonstraram importante acdo da bardana, em comparacéo ao hidroxido
de calcio, como medicacdo intracanal por 14 e 30 dias sobre P.
aeruginosa, E. coli, C. albicans, S. mutans e L. acidophilus, inibindo o
crescimento de todos 0s microrganimos avaliados. Assim, com base nos
resultados da atual pesquisa, a pasta de bardana e hidréxido de calcio
pode ser promissora como medica¢ao intracanal. Esta associacdo pode
trazer beneficios a terapéutica endodéntica, assim como a associa¢ao do
hidréxido de calcio com clorexidina, que, de acordo com muitos
autores®*®9  promoveu aumento  significativo da  atividade
antimicrobiana do hidroxido de calcio em relacdo a pasta convencional.
No entanto, novos estudos avaliando a acdo da pasta de bardana com
hidroxido de calcio sobre outros microrganismos envolvidos na infeccao

endoddntica devem ser realizados.

6.2.2 Neutralizacdo de endotoxinas

Em todos os grupos avaliados, pode-se verificar que na
segunda coleta ap0s instrumentacdo a quantidade de endotoxina foi
significativamente maior que na primeira coleta. Isso pode ser explicado,
pois durante o preparo biomecéanico, o processo de instrumentar, irrigar e
aspirar remove parte das endotoxinas presentes na luz do canal. Estes

[ 136

resultados concordaram com Vianna et al.”, que verificaram que a acao
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do preparo quimico-mecanico foi o responsavel pela reducdo, em média,
de 44,4% de endotoxinas. Entretanto, endotoxinas presentes também no
interior dos tubulos dentinarios podem retornar a luz do canal e ser

detectada na coleta apds 7 dias.

Com relacdo a acdo dos agentes irrigantes sobre
endotoxinas, pode-se verificar que nenhum grupo conseguiu promover
baixos valores de endotoxinas durante a instrumentagdo. Na primeira
coleta, somente a clorexidina apresentou valores significativamente
inferiores ao grupo controle, entretanto, seus resultados foram
semelhantes aos obtidos com o0s extratos de propolis e salvia, nao
havendo diferenga entre os grupos experimentais. Embora os grupos da
clorexidina e préopolis tenham promovido eliminacéo total de E. coli dos
canais radiculares, em todos os espécimes foi detectada presenca de
endotoxinas, com valores médios superiores a 500 EU/mL. Estes
resultados concordaram com os estudos de Vianna et al**® e Martinho &
Gomes®®, que verificaram que o preparo quimico-mecancio com
clorexidina e hipoclorito de sodio promoveu acdo efetiva sobre
microrganismos em canais radiculares, entretanto, endotoxinas foram
detectadas em todas as amostras apos instrumentacdo. Em 2007, Oliveira

et al.®t

verificaram que as solucdes de hipoclorito de sédio (2,5% e 5,25%)
e clorexidina 2% n&o apresentaram capacidade de neutralizar

endotoxinas em canais radiculares.

Durante a duplicacéo celular, as bactérias também liberam
grande quantidade de endotoxinas®, assim, o grupo controle apresentou
0s maiores niveis de LPS, pois neste grupo houve intenso crescimento de

E. coli em todos os espécimes.

Na segunda coleta ap6s instrumentacao, pode-se verificar
aumento significativo de endotoxinas em todos 0s grupos, especialmente
no grupo G2 (salvia) e G4 (controle), pois nestes grupos houve também

intenso crescimento microbiano. Os grupos G1 (propolis) e G3
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(clorexidina), embora também tenham promovido auséncia de E. coli na
segunda coleta, apresentaram niveis altos de endotoxinas, com valores
médios acima de 2.700 EU/mL. Assim, pode-se verificar que os agentes
irrigantes utilizados na atual pesquisa ndo apresentaram capacidade de
neutralizar endotoxinas em canais radiculares. Estes resultados
concordaram com os estudos da literatura que avaliaram a acdo de

agentes irrigantes sobre LpS!6981.110.131.136

Por outro lado, discordaram de alguns estudos que
apontaram os efeitos de componentes de prépolis e salvia sobre LPS.

Koksel et al®’

verificaram que um componente ativo de prépolis (CAPE) foi
eficiente em reduzir inflamacgé&o e prejuizos teciduais ao pulmao causados
por LPS em ratos. Wan et al.'*® demonstraram que Salvia miltiorrhiza foi
capaz de bloquear a toxicidade letal do LPS em camundongos via
supressdo da liberacdo de TNF-a. Estes autores relataram, ainda, a
aplicacdo clinica da Salvia miltiorrhiza na prevencdo de doencas
inflamatérias causadas por bactérias Gram-negativas. Guo et al.*
verificaram que componentes de Salvia miltiorrhiza melhoraram
significativamente os disturbios microcirculatérios induzidos por LPS em
ratos e inibiram a producdo de H,O, causada por LPS em neutrofilos.

Chen et al.*’

demonstraram que um derivado de Salvia miltiorrhiza inibiu a
expressdo de oxido nitrico induzida por LPS em macréfagos. No entanto,
estes diversos estudos utilizaram outra espécie de salvia, Salvia
miltiorrhiza, e ndo Salvia divinorum, como na presente pesquisa. Assim,
como sao muitas as espeécies de salvia (S. multicaulis, S. sclarea, S.
verticillata, Salvia miltiorrhiza, S. officinalis, S. aramiensis, S. divinorum),
provavelmente o0s variados constituintes apresentam diferentes

comportamentos frente ao LPS.

Com isso, o0s resultados do presente estudo sao
importantes e contribuem para os avan¢os das pesquisas envolvendo

substancias naturais, como a prépolis e a salvia, pois dentro do mesmo
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género, diferentes espécies de plantas apresentam diferentes atividades,
assim, como a propolis de diferentes regifes, clima e periodo. Desta
forma, as pesquisas envolvendo substancias naturais tém um amplo

campo de estudo a ser tracado diante da sua grande diversidade.

Com relacdo a medicacao intracanal, a pasta de bardana
com hidroxido de calcio promoveu significativa redu¢do de endotoxinas
em todos os espécimes, apresentando baixos valores de endotoxinas,
mesmo em canais radiculares que apresentavam mais de 20.000 EU/mL
antes da colocacdo da medicacéo. Estes resultados estdo de acordo com
os diversos estudos que demonstraram efetiva acdo do hidréxido de

g6818299.100 - Eotydos in vivo demonstraram

calcio em neutralizar LP
importante acdo do hidroxido de célcio, como medicacdo de demora, em
neutralizar endotoxinas, inibindo sua capacidade de causar lesbes

periapicais em cieg’ 111181

Safavi e Nichols® demonstraram que o tratamento do LPS
com hidroxido de célcio promove hidrolise da porgcdo lipidica da
endotoxina, liberando quantidades elevadas de acidos graxos livres e que
esta degradacdo pode ser uma importante causa dos efeitos benéficos do
uso do hidroxido de célcio na pratica endoddntica. De acordo com estes
autores, as propriedades biolégicas do LPS requerem a presenca de
acidos graxos hidroxilados ligados a juncdo éster e estas ligagbes séo
rompidas pelo tratamento com o hidroxido de célcio. Assim, com o0s
resultados obtidos neste estudo, pode-se verificar que o hidroxido de
célcio quando associado a bardana ndo perdeu sua capacidade de
neutralizar LPS. Em 2007, Park et al.*®* demonstraram que constituintes
da bardana apresentaram capacidade de inibir os efeitos de LPS na
inducéo de oxido nitrico em macréfagos.

Os resultados da atual pesquisa discordaram do estudo

I 136

de Vianna et al.”, que verificaram in vivo que a utilizacdo de medicacdes

intracanais (clorexidina gel 2%, hidroxido de calcio e hidréxido de calcio +
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clorexidina gel 2%) por 7 dias promoveu reducdo de apenas 1,4% da
guantidade de endotoxinas em canais radiculares quando comparado
com a coleta apds o preparo quimico-mecanico, de modo que estes
autores relataram que nenhuma melhoria foi alcancada com a utilizagéao
das medicacfes intracanais por 7 dias. Em nosso estudo, o tempo de
avaliacdo da medicacéo foi de 14 dias, o que pode ter promovido uma

acdo maior em profundidade nos tabulos dentinarios.

Contudo, a associacdo da bardana com hidroxido de
célcio como medicacao intracanal por 14 dias apresentou importantes
resultados na neutralizacdo de endotoxinas nos canais radiculares,
demonstrando baixos nivel de LPS mesmo na coleta ap0s 7 dias da
remocdo da medicacdo. Desta forma, esta associacdo pode trazer
beneficios a terapéutica endododntica, necessitando ampliar os estudos

nesta area, especialmente com pesquisas in vivo.



7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se

concluir que:

a)

b)

d)

f)

foi possivel a associacdo de E. faecalis, C. albicans e E.
coli em canais radiculares, com periodo de contaminagéo
de 28 dias;

o extrato glicolico de prépolis foi eficaz na eliminagdo de
E. faecalis, C. albicans e E. coli em canais radiculares,
com efeito residual por sete dias, sendo semelhante a
solucéo de clorexidina 2%;

o extrato glicolico de sélvia apresentou menor eficacia que
a propolis e clorexidina na eliminacdo de E. faecalis, C.
albicans e E. coli em canais radiculares, sem efeito
residual;

a pasta de bardana com hidroxido de calcio, como
medicagdo de demora, promoveu eliminagdo de E.
faecalis, C. albicans e E. coli em canais radiculares, com
efeito residual por sete dias;

nenhum agente irrigante promoveu neutralizacao
significativa de endotoxinas durante a instrumentacao dos
canais radiculares;

somente a medicacao intracanal (bardana + hidroxido de
célcio) foi capaz de neutralizar endotoxinas em canais

radiculares.
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ABSTRACT

The proposal of this research was to standardize the association of three
microorganisms (E. faecalis, C. albicans and E. coli) in endodontic root canal and
evaluate the effectiveness of natural extracts as irrigating agents and intracanal
medication on the microrganisms and endotoxin. There have been used sitty
humans teeth, unirradiculados sized 16 mm, wich were sterilized and fixed to
celular cultured plaques. In the first part, in 12 specimen, the association of three
microrganisms was standardized using 4 different experimental samples. After
standardizing, 48 specimen were contamined with suspensions of E. faecalis, C.
albicans and E. coli, and 28 days was the period of contamination. After that, the
root canal were biomedically prepared, being divided into 4 experimental groups
(n=12) according to the irrigating agent used: G1) propolis extract in glicolic
solution; G2) salvia extract in glicolic solution; G3)Chlorhexidine solution 2%;
G4)fisiologic solution (control). All the specimen have been treated with intracanal
medication of Arctium lappa + calcium hydroxide paste for 14 days. There have
been collected 4 samples of the root canal content. For all the collections,
microbiological analysis (sowing of selective culture media and UFC/mL
countable) and endotoxin (Limulus Amebocyte Lysate) were done. The results
were statistically (ANOVA and Tukey test, 5%/ Kruskall Wallis and Dunn test). In
the groups G1, G3 there was total elimination of the microrganisms after
intrumentations being statistically different from the G2 and G4 groups (p<0,05).
In G2 groups, presented better results than the control (G4) in the first collection
after instrumentation, however, in the second colecction they were similar after
intracanal medication, there was the elimination of the three microorganisms in all
the groups (p>0,05). All the groups presented a great quantity of endotoxin after
instrumentation, mainly in the second colecction (p>0,05). There was a
significanty reduction of the endotoxin after intracanal medication (p>0,05).
According to the results it has been conclude that: a)the association of three
microorganisms in root canal is possible; b)propolis was effective on E. faecalis,
C. albicans and E. coli, with residual effect, while salvia should little effectiveness,
with no residual effect; c)intracanal medication (Arctium lappa + calcium
hydroxide paste), was effective on E. faecalis, C. albicans and E. coli; d)only
intracanal medication was able to neutralize endotoxin in root canals.

KEY WORDS: microbial association; root canal irrigants; intracanal medication;
endotoxin; natural extracts.
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