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RESUMO

Bactérias facultativas como Enterococcus faecalis tem sido isoladas de patologias ligadas a canais radiculares,
sendo considerada uma das espécies mais resistentes da cavidade oral e uma das possiveis causas de insucesso
nos tratamentos endoddnticos. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade de diferentes solucdes
irrigadoras na eliminacdo do Enterococcus faecalis, durante o preparo quimico-mecanico. As solugdes
irrigadoras utilizadas foram divididas em cinco grupos: G1- hipoclorito de sédio 2,5%; G2 - clorexidina 2%; G3
- extrato de roma - solucdo pura; G4 - extrato de camomila - solucdo pura; G5 - vinagre de maca 5%. Para
avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC)
de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). A analise foi realizada pela técnica de difusdo em Agar, método do
cilindro, em sistema de bicamada, utilizando o meio de cultura Mieller-Hinton. Este estudo foi realizado no
Laboratdrio de Desenvolvimento de Medicamentos (LABDEM) da UEPB. Ap6s o ensaio microbioldgico, as
placas de Petri foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C, durante um periodo de 24 horas.
Posteriormente, a leitura dos testes foi realizada medindo-se em milimetro o di@metro dos halos inibit6rios com o
auxilio de um paquimetro digital. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados analisados
estatisticamente utilizando o teste F (ANOVA) e o teste de Comparacdes Multiplas Pareadas. Observou-se que o
extrato de camomila ndo obteve acdo antimicrobiana e o extrato de roma apresentou baixa atividade, com média
do halo inibitério de 13,15 mm. O vinagre de maca foi a solucdo que obteve melhor eficiéncia na eliminagdo dos
microrganismos com halo inibitdrio de 22,65 mm, seguida pela clorexidina 2% (21,52 mm) e pelo hipoclorito de
sodio 2,5% (20,64 mm). Sendo assim, pode-se concluir que o vinagre de magd demonstrou potencial atividade
antimicrobiana, representando uma alternativa viavel as solugdes irrigadoras presentes no arsenal endoddntico no
tocante a atividade antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE: Endodontia, Enterococcus faecalis, Irrigantes do Canal Radicular.



ABSTRACT

Facultative bacteria, like Enterococcus faecalis, have been dissociated from patologies related to root canals, as
well as been considered one of the most resistent species of the oral cavity and one of the main responsables for
endodontical treatment fails. The aim of this study was to evaluate in vitro antimicrobial activity of different
irrigating solutions across the cultures of Enterococcus faecalis during the chemical-mechanical preparation. The
irrigating solutions were divided into five groups:: G1 - sodium hypochlorite 2,5%; G2 - clorexidin 2%; G3 -
pomegranate extract - pure solution; G4 - camomile extract - pure solution; G5 - apple vinegar 5%. To evaluate
the antimicrobian activity we have used standard cepas the sort of American Type Culture Collection (ATCC) of
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). The analysis was performed by Agar diffusion method, the cylinder in the
bilayer system, using the culture medium Mueller-Hinton agar, as described in the Pharmacopoeia Brasielira 2nd
ed. This study was conducted in the Laboratory of Development Medicines (LABDEM) of UEPB. After the
microbiological essay, the plaques the Petri were incubated in a bacteriological stove in a 37°C temperature high,
during a period of 24 hours. Following this, the reading of the tests was realized measuring in milimeters the
diameter of inhibitory spectrum, with the help of a digital pachymeter. Analyses were performed in triplicate and
the results were analyzed statistically using F (ANOVA) and Multiple Paired Comparisons Test. The results
have shown that camomile extract does not have any antimicrobian action and that the pomegranate extract has
shown low activity, mean inhibitory halo of 13.15 mm. Apple vinegar was the solution which has presented
better results in eliminating microorganisms with inhibitory halo of 22.65 mm, followed by cloredixin 2% (21,52
mm) and by sodium hypochlorite 2,5% (20,64 mm). Hence, we could have concluded that the apple vinegar has
the actual best potential antimicrobial activity, representing a viable alternative to classical irrigating oral
solutions for endodontical treatments, in terms of antimicrobian activity.

KEYWORDS: Endodontics, Enterococcus faecalis, Root Canal Irrigation.



FOTOGRAFIA 1 -
FOTOGRAFIA 2 -
FOTOGRAFIA 3 -
FOTOGRAFIA 4 —
FOTOGRAFIAS -
FOTOGRAFIA 6 —

FOTOGRAFIA 7 —
a, b

FOTOGRAFIA 7 -
C

FOTOGRAFIA 8 —
a, b, c

FOTOGRAFIA 9 —
a, b, c

FOTOGRAFIA 10 -
a,b

FOTOGRAFIA 10 -
C

FOTOGRAFIA 11 -
a, b, c

LISTA DE FOTOGRAFIAS

Fruto da Punica granatum Linn, (romd) ao lado de uma flor............ccccoevvvvenennn.
Flores da Matricaria chamomilla Linn. (camomila)...........ccovorviviinenniineneeens
Solugdes irrigadoras utilizadas Na PESQUISA. ......cvevevereirieriereisie st
Materiais utilizados e colocados na cdmara de fluxo laminar...........ccccccovviiirnnnnnnn.
Placas de Petri apds termino dos EXPErimentoS.........cccvevverereeiueneeisieeesesreseseeseneas

Média + desvio padrdo do diametro do halo inibitério do crescimento de E.
faecalis segundo 0 produto UtIHZAdO..........ccceiierecie i

Representacdo da atividade antimicrobiana do extrato de romd (solugdo pura)
frente @0 E. faBCALIS. ..o e s

Representacdo da atividade antimicrobiana do extrato de romd (solugdo pura)
frente @0 E. faBCaAlIS......ccvi i s

Representacdo da atividade antimicrobiana da clorexidina 2% frente ao E.
FABCAIIS. .ottt e

Representacéo da atividade antimicrobiana do extrato de camomila (solucéo pura)
frente @0 E. faBCaALIS. ..o s

Representacéo da atividade antimicrobiana do hipoclorito de sodio 2,5% frente ao
B fABCALIS. ...ceeeee et e

Representacéo da atividade antimicrobiana do hipoclorito de sodio 2,5% frente ao
B fABCALIS. ...cveiee et e

Representacdo da atividade antimicrobiana vinagre de macgad 5% frente ao E.
FABCAIIS. . et bt

36

37

37

38

38

39

39



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Divisdo em grupos das solugdes irrigadoras utilizadas no estudo............cocecvrererreeinen. 32

TABELA 2 - Analise com base no didmetro do halo de inibicdo do crescimento de E. faecalis 35
5eguNdO @ SOIUGAD ULTHZAA. ......ccveveiee ettt e e



2.1
2.2
2.3
24

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

451
45.2
4.6

INTRODUCAO.

SUMARIO

FUNDAMENTACAO TEORICA.......oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et
MICROBIOTA DO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES....................
ENterocoCCUS faBCaliS........ccueiiiiiiii i
FITOTERAPIA NO CONTEXTO ODONTOLOGICO........c.cooovvireiereean,
SOLUGCOES IRRIGADORAS...........oviieesrsisiesieriiresesessssessssesssses s

OBJETIVO........

MATERIAIS E METODO ...
DESENHQO DO ESTUDO........oiiiiiiiiiieitieseee e
LOCAL DO ESTUDO.......cciiiiiiiiiiii it

OBTENCAO DA

MATERIA-PRIMA . .......c.ooiiiiiereeereeeee e,

LINHAGEM BACTERIANA. ...

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS SOLUCOES
FRENTE AO MICRORGANISMO TESTE........coooiiiiiii

SUSPENSA0 MICKODIANA. ......viivieiieiecie sttt

DifuSA0 €M PIACAS........eeieeieeiiiiece e e
ANALISE ESTATISTICA ..o oo e er e

RESULTADOS..

DISCUSSAO......
CONCLUSAO...
REFERENCIAS

12
14
14
16
18
20
28
29
29
29
29
30
31

31
32
33
34
40
45
46



12

1 INTRODUCAO

A terapia endoddntica tem como uma das finalidades principais a méxima eliminagédo
de bactérias do sistema de canais radiculares (SCR) que agridem a polpa e os tecidos
perirradiculares. Embora fatores fisicos e quimicos possam estar associados na etiologia das
patologias pulpares e periapicais, as infecc@es bacterianas sdo as principais responsaveis por
tais situagdes. Estas conseguem manter o processo patolégico por um periodo mais
prolongado quando comparado as agressdes fisicas ou quimicas, além de exercerem um papel
significativo nas falhas do tratamento endoddntico (ALVES, 2004).

A composicdo da microbiota presente no sistema de canais radiculares € influenciada
por determinantes ecol6gicos como a presenca de oxigénio, disponibilidade de nutrientes,
interacOes bacterianas e do sistema imunologico do hospedeiro (SIQUEIRA JR., 2001). Nos
casos de nitida lesdo periapical, com infeccdo endodontica primaria, ocorre o predominio de
microrganismos anaerébios estritos Gram-negativos (ASSED et al., 1996; GOMES et al.,
2004). No entanto, em casos de infeccdo endodontica secundaria ou persistente, a microbiota
endodontica ¢ alterada, prevalecendo microrganismos anaerobios facultativos (GOMES et al.,
2004; PINHEIRO et al., 2003). Diversos autores concordam que menores indices de sucesso
sdo alcancados quando microrganismos viaveis ainda estdo presentes na cavidade pulpar no
momento da obturacdo, e que a chave para o reparo reside na remocao dos fatores irritantes
(LIN et al., 1992; SIQUEIRA JR., 2001; SJOGREN et al., 1997).

A eliminacdo da infeccdo endodéntica, ao contrario de outros tecidos do organismo
humano, ndo ocorre unicamente pela acdo do sistema imunologico e de antibidticos
administrados por via sisttmica. Devido as caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas
complexas da estrutura dentdria e do sistema de canais radiculares, a erradicacdo desta
infeccdo requer uma intervencdo local, por meio de instrumentacdo, irrigacdo, curativo de
demora, obturacdo tridimensional e selamento corondrio (SIQUEIRA JR., 2001;
HAAPASALO et al., 2003). Ressalta-se, entdo, a fase do preparo quimico-mecanico (PQM),
quando se busca o esvaziamento e o alargamento do SCR, através da interacdo entre a
substancia quimica e o instrumento endoddntico (BORIN et al., 2007).

Para Michelotto et al. (2008), a circulacdo da solucdo irrigadora, no interior do canal,

durante o ato mecanico, propicia uma melhora consideravel na limpeza. Ademais, a agdo
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quimica promove o controle e diminuicdo da quantidade de microrganismos presentes. O uso
dessas solucBes € um procedimento essencial na remocdo de lascas de dentina, evitando sua
compactacdo, lubrificando as paredes dentinarias, facilitando a introducdo dos instrumentos
endoddnticos e auxiliando na desinfeccdo do sistema de canais radiculares.

E importante salientar que, em muitos casos, ndo é possivel alcancar a eliminacéo total
das bactérias mesmo apés a limpeza completa do SCR mediante a acdo quimico-mecanica de
solugdes irrigadoras (COLDERO et al. 2002; NACIF; ALVES, 2010).

As solucdes de hipoclorito de sodio e clorexidina sdo bastante utilizadas como
solucdes irrigadoras por apresentarem, comprovadamente, acdo antimicrobiana e toxicidade
relativamente baixa (VIANNA et al., 2007). No entanto, algumas bactérias, como
Enterococcus faecalis, ainda apresentam-se resistentes ao tratamento com essas solucoes.

Enterococcus faecalis é a espécie mais frequentemente isolada em casos de insucesso
endoddntico, em culturas mistas ou monoculturas (GOMES et al., 2008; ROCAS et al., 2004).
Além da habilidade de formacdo de biofilme, E. faecalis possui diversos fatores de viruléncia,
tais como: enzimas liticas, substancia de agregacédo, adesinas de superficie, acido lipoteicoico
e producdo extracelular de superéxido (KAYAOGLU; ORSTAVIC, 2004). A patogénese
desta bactéria esta relacionada a sua capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios e aderir
ao colageno, além de sobreviver a extensos periodos de privacdo nutricional (LOVE, 2001).
Desta forma, E. faecalis tem sido o microrganismo mais utilizado para a realizagéo de testes
antimicrobianos in vitro de diferentes solucdes irrigadoras, medicamentos e cimentos
endodénticos (ESTRELA et al., 2008; MENEZES et al., 2004; STUART et al., 2006).

Como alternativa ao combate das afec¢bes da cavidade oral, a terapia complementar
com plantas medicinais apresenta-se como aliada as préaticas odontolégicas mostrando bons
resultados. Este fato justifica a realizacdo de pesquisas adicionais na busca por novas
substancias que apresentem resultados positivos a terapia endoddntica. O presente estudo
objetivou avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio, clorexidina,
vinagre de maca, extrato de camomila (Matricaria recutita L.) e extrato de roma (Punica

granatum Linn.) frente ao Enterococcus faecalis.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Microbiota do sistema de canais radiculares

Das mais de 500 espécies bacterianas presentes na cavidade oral, somente quinze a
trinta conseguem colonizar o sistema de canais radiculares (SCR). Diversos sdo os fatores que
influenciam a sobrevivéncia bacteriana dentro do SCR, tais como o proprio nicho ecologico, a
nutricdo, presenca ou ndo de oxigénio, pH e ainda a concorréncia ou coopera¢do com outros
microrganismos (SUNDQVIST; FIGDOR, 2003).

O tratamento endoddntico além de eliminar diretamente as bactérias, pode
desorganizar completamente a ecologia intrarradicular e privar as bactérias persistentes de sua
fonte de nutricdo (SUNDQVIST, 1992).

Em condic¢BGes normais, o esmalte e 0 cemento sdo o0s envoltorios naturais dos dentes
que protegem o complexo dentino-pulpar das agressdes bacterianas proveniente da cavidade
oral. Entretanto quando essa protecao é perdida cria-se uma via de invasdo microbiana que
dependendo dos casos pode vir a atingir a camara pulpar (LOPES; SIQUEIRA JR., 2004).
Segundo estes autores as principais vias de acesso que 0s microrganismos utilizam para
atingir a polpa sdo: tdbulos dentinarios, exposicdo pulpar, periodonto e anacorese
hematogénica.

Quando da instalacdo da infeccéo radicular, a composi¢do da microbiota do SCR pode
variar dependendo do tipo de infec¢do endodéntica e da lesdo perirradicular (CAIRES, 2005).

De acordo com Siqueira Jr. (2002), a infeccdo endoddntica é dividida em trés tipos
diferentes: infeccdo endoddntica priméria, secundaria e persistente. A infec¢do endodoéntica
primaria é caracterizada pela presenca de necrose pulpar com evidéncia radiografica de perda
0ssea. Nestes casos, 0 elemento dentério ainda ndo foi submetido a tratamento endodontico e
apresenta um grande numero de espécies bacterianas com predominio dos anaerébios estritos
Gram-negativos. Estudos que utilizam métodos de cultura microbioldgica revelam serem as
espécies dos géneros: Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Streptococcus,
Peptostreptococcus, Eubacterium, Propionibacterium, Campylobacter, Selenomonas e
Actinomyces, as mais presentes nestas infecges (LOPES; SIQUEIRA JR., 2004).
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Pode-se afirmar que as infec¢Ges endoddnticas primarias sdo polimicrobianas e 0s
microrganismos presentes sdo, em grande parte, sensiveis ao tratamento endodéntico de rotina
(MIRANDA, 2010).

Quando microrganismos conseguem sobreviver a terapia endoddntica ou quando
infectam o sistema de canais radiculares durante o tratamento endodéntico ou apds ele,
estabelecem-se as infec¢Oes persistentes e secundarias, respectivamente (ALVES, 2004). A
microbiota aproxima-se muito da infeccdo priméaria, pois o tratamento ndo sendo bem
realizado, pouco altera o perfil microbioldgico da infecgdo previamente instalada (SIQUEIRA
JR., 2002). Em tais infec¢des, os fungos podem ser encontrados em quantidade maior que nas
primarias (SIQUEIRA JR., 2002; PINHEIRO et al., 2003).

Nas infeccOes persistentes, embora seja realizada uma adequada instrumentagdo dos
canais radiculares, sabe-se que algumas bactérias podem ndo ser eliminadas de maneira
efetiva. Neste caso, sdo encontradas poucas espéecies bacterianas resistentes, com predominio
de anaerdbios facultativos Gram-positivos (WEIGER et al., 2002).

Em infecgOes persistentes, alguns microrganismos permanecem no sistema de canais
radiculares apds o preparo biomecanico, devido a propriedades dos agentes antimicrobianos
utilizados ou a vulnerabilidade dos microrganismos envolvidos. Os microrganismos
Enterococcus, Actinomyces, Streptococcus, Candida, Propionibacterium, Staphylococcus e
Pseudomonas estdo em evidéncia entre os que determinam e mantém infec¢Ges endoddnticas
(GOMES et al., 2004; MOLINA, 2008; PINHEIRO et al., 2003).

Pinheiro et al. (2003) isolou e identificou bactérias de cinquenta e uma raizes de
dentes com lesbes periapicais persistentes. Das espécies microbianas isoladas, Enterococcus
faecalis foi a mais frequente, chegando a representar de 38 a 70% da composi¢cdo microbiana
do SCR. Anaerdbios obrigatorios representaram 42,6% das espécies e 0 género isolado com
mais frequéncia foi Peptostreptococcus, que foi associado a presenca ou historico de

sintomatologia dolorosa (P<0,01).
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2.2 Enterococcus faecalis

Microscopicamente E. faecalis caracterizam-se como cocos Gram-positivos,
anaerdbios facultativos, fermentativos e nao esporulados, podendo variar seu tamanho entre
0,5 e 0,8 micrdbmetros, ocorrendo Unicos, em pares ou em cadeias curtas, frequentemente
alongados seguindo a direcdo da cadeia de células. O grupo Enterococcus pode ser
identificado, bem como outros cocos Gram-positivos, de forma simplificada uma vez que séo
catalase e oxidase negativa, possuem motilidade varidvel a depender de cada espécie e
comportam-se de forma positiva frente ao cloreto de sodio 5% (ANVISA, mod. V, 2004).

Inimeros sdo os fatores de resisténcia dessa bactéria. A habilidade de formacédo de
biofilme pelo género Enterococcus permite a colonizagdo de superficies inertes e bioldgicas,
protege contra agentes antimicrobianos e acdo de fagdcitos, mediando adesédo e invasdo de
células do hospedeiro (BALDASSARRI et al., 2005).

Além da formagcao de biofilme, os fatores de viruléncia mais citados na literatura séo a
producdo de substéncia de agregacdo, adesinas de superficie, acido lipoteicoico, producéo
extracelular de superoxido, enzima litica gelatinase e hialuronidase. Cada um desses fatores
pode estar associado a varios estagios de infeccdes endodonticas, bem como a inflamacéo
periapical. As bacteriocinas de Enterococcus, por exemplo, AS-48, tem importancia na
dominancia de E. faecalis em infecgbes endodonticas persistentes (KAYAOGLU;
ORSTAVIK, 2004).

A habilidade do E. faecalis de sobreviver a periodos extensos em ambientes
nutricionais limitados representa uma importante caracteristica da patogénese desta espécie
em processos patoldgicos com falhas no tratamento endodéntico (FIDGOR et al., 2003). Para
Gomes et al. (2004), a presenca do E. faecalis em casos de infeccBes persistentes esta
relacionada a sua habilidade em invadir os tbulos dentinarios e se aderir ao colageno na
presenca do soro humano. Kayaoglu e Orstavik (2004) afirmam que, apesar dos canais
obturados serem pobres em nutrientes, E. faecalis obtém sua nutricdo do acido hialurénico
presente na dentina por meio da degradacdo por hialuronidase, e nos casos de selamentos
inadequados do conduto, a entrada de fluidos potencializa a acdo de E. faecalis. Uma vez
ocorrendo contaminacdo do canal radicular, este microrganismo pode aderir-se a parte

mineral da dentina por meio do &cido lipoteicoico e ao colageno por substancia de agregacao.
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Com relagéo a agdo antimicrobiana do hipoclorito de sddio e da clorexidina sobre
cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Porphyromonas
gingivalis e Fusobacterium nucleatum, Sassone et al. (2003) observaram em estudo in vitro o
comportamento das bactérias quando postas em contato com cada solucdo e repetidas 10
vezes, em diferentes intervalos de tempo: imediatamente, 5 minutos, 15 minutos e 30 minutos
apos contato e em diferentes concentracdes: hipoclorito de sédio (1% e 5%) e clorexidina
(0,22%, 0,5% e 1%). Os resultados demonstraram que a solugdo de clorexidina 0,12% ndo foi
capaz de eliminar as amostras de E. faecalis em nenhum intervalo de tempo avaliado
enguanto que a clorexidina 0,5% e 1% eliminaram todas as cepas testadas, assim como as
duas concentracgdes de hipoclorito de sodio.

Silva (2007) se prop6s a avaliar em estudos longitudinais a eficacia do hipoclorito de
sodio e da clorexidina sobre E. faecalis presente em infeccdes endoddnticas através de revisdo
sistematica, tendo como fonte de catalogacéo bibliografica MEDLINE e Cochrane Library, no
periodo de 1966 até 01 de janeiro de 2007. Dos 229 artigos relacionados, o autor observou
que a eficacia do hipoclorito de sddio e da clorexidina sobre E. faecalis demonstrada in vitro
por teste de contato direto e nos estudos envolvendo dentina contaminada, tanto o hipoclorito
de sodio guanto a clorexidina mostram-se ineficazes sobre E. faecalis.

Juliet (2002), com relacdo a sensibilidade do género a antibidticos, relatou que estas
bactérias sdo naturalmente resistentes a estes medicamentos, ou podem adquiri-la em outro
momento da vida. Dos antibiéticos utilizados na clinica odontoldgica, destacam-se a
cefalexina pertencente ao grupo das cefalosporinas, de resisténcia natural dos E. faecalis, e a
ampicilina e amoxicilina, estes ultimos do grupo das penicilinas semi-sintéticas, de resisténcia
adquirida, todos classificados como antibidticos p-lactamicos (WANNMACHER,;
FERREIRA, 2007).

Diante do exposto fica clara a necessidade de se estudar novas substancias que
consigam combater tal bactéria. Os fitoterapicos por possuirem baixo custo e estarem com
maior facilidade ao alcance da populagdo tornam-se foco dos pesquisadores e o0s resultados
dos estudos nos mostram que se trata de uma grande fonte de substancias vidveis a utilizacao

clinica.
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2.3 Fitoterapia no contexto odontoldgico

As plantas sdo uma excelente fonte de busca de novas drogas antimicrobianas. Plantas
com propriedades terapéuticas sdo de grande relevancia na medicina e em todo o mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento onde as drogas sdo de alto custo e muitas
vezes inacessiveis a grande parte da populacdo, considerando-se ainda que a diversidade
molecular dos produtos naturais seja superior aquela derivada dos produtos de sintese quimica
(PEREIRA et al., 2009).

A fitoterapia € definida como o0 método de tratamento de enfermidades que emprega
vegetais frescos, drogas vegetais, ou ainda, extratos vegetais preparados com esse tipo de
matéria-prima. N&o € considerada ainda como uma especialidade médica como a homeopatia,
mas um método alternativo de tratamento (OLIVEIRA; ASIKUE, 2001).

No Brasil, o conhecimento do valor medicinal de ervas e liquidos era bem maior nas
comunidades indigenas, nas quais toda informacdo era passada dos mais velhos aos mais
novos. Hoje, devido ao evento da medicina alopéatica e degradacdo de modos e costumes,
algumas restricdes vém ocorrendo dentro dessas comunidades (PINTO; MADURO, 2003).
Em contrapartida sabe-se que os microrganismos que causam danos a salide humana estao
mais resistentes aos antimicrobianos j& conhecidos, contribuindo ao incentivo da procura por
medicamentos de ocorréncia natural.

O uso de Oleos e extratos essenciais de plantas demonstram larga eficiéncia
antimicrobiana contra uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. Usos praticos dessas atividades sdo sugeridos em
humanos e animais, bem como na industria de alimentos (DUARTE, 2006).

Na Odontologia, varios estudos sdo feitos com intuito de conhecer as plantas mais
utilizadas pela populacdo contra as doencas odontoldgicas e os beneficios que estas podem
oferecer (DUARTE, 2006). Num levantamento bibliografico sobre as espécies vegetais mais
indicadas na Odontologia, Oliveira et al. (2007) encontraram 132 espécies distribuidas em 52
familias boténicas citadas como Uteis no tratamento de afecgdes odontoldgicas. As espécies
mais citadas foram Punica granatum L., Althaea officinalis L., Salvia officinalis L.,

Calendula officinalis L., Malva sylvestris L., Plantago major L.
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Neste contexto, a fitoterapia tem evoluido notadamente nos ultimos anos e tem
estimulado a avaliacdo de diferentes produtos vegetais com propriedades terapéuticas na
Odontologia (COSTA et al., 2008).

Buffon et al. (2001) avaliaram in vitro a eficacia dos extratos fluidos de quatro plantas:
Malva sylvestris, Caléndula officinalis, Plantago major e Curcuma zedoarea no controle da
placa bacteriana e as comparou com a solucdo de clorexidina 2%. Paralelo a isso avaliou os
extratos em culturas puras ATCC (American Type Culture Collection) de algumas bactérias
encontradas em placa dental: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis e
Corynebacterium matruchotii. Os resultados mostraram a ineficdcia de todos os extratos
contra Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes, Serratia liquefaciens, Proteus
mirabilis e Staphylococcus epidermidis. A solucdo de clorexidina 2% (solugdo controle)
apresentou resultado positivo, inibindo o crescimento das bactérias da placa.

Costa et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato de propolis verde,
da pasta Guedes-Pinto (lodoférmio + PMCC + Rifocort®), do extrato de prépolis verde +
Rifocort® + lodoférmio, do Rifocort® + extrato de propolis verde, do Hidréxido de célcio +
extrato de propolis verde, do Hidroxido de célcio + soro fisioldgico, do lodoférmio + extrato
de propolis verde, do lodoférmio + soro fisioldgico; do Rifocort®, do Paramonoclorofenol
canforado e do soro fisiologico (controle negativo), contra cepas de Enterococcus faecalis. Os
autores observaram que o Rifocort®, o Rifocort® com extrato de propolis verde, a pasta
Guedes-Pinto, a pasta de propolis verde com Rifocort® e iodoférmio, e o Paramonoclorofenol
canforado apresentaram agdo antimicrobiana contra o E. faecalis significativamente superior
quando comparadas com as demais substancias testadas. Concluiram que a solucdo de extrato
de propolis verde apresentou baixa atividade antimicrobiana contra o E. faecalis e o
Rifocort® apresentou maior acdao antimicrobiana.

Maia Filho et al. (2008) compararam a eficacia de dois irrigantes utilizados no
tratamento de canais radiculares, uma medicacdo intracanal e do extrato de propolis frente a
Enterococcus faecalis. Foram utilizadas em teste de difusdo em Agar as seguintes substancias:
extrato de prépolis produzido pelas abelhas Scaptotrigona sp., hipoclorito de sodio 5%,

hidroxido de calcio e gel de clorexidina 2%. O extrato de propolis apresentou uma boa



20

atividade antimicrobiana, sendo maior que hipoclorito de sodio 5%, entretanto, o gel de

clorexidina foi o mais efetivo contra E. faecalis.

2.4 Solucdes irrigadoras

Bactérias e seus produtos metabdlicos sdo considerados agentes etioldgicos primarios
da mortificacdo pulpar e da lesdo periapical. Em virtude disso, a eliminacdo de
microrganismos € um dos passos mais importantes na terapia endodontica (ALVES et al.,
2004).

Ha& um interesse crescente no desenvolvimento de técnicas de instrumentacdo e de
substancias quimicas auxiliares a terapia endodontica, visando remover as bactérias,
substratos e subprodutos bacterianos, uma vez que, 0S microrganismos no interior do sistema
de canais radiculares ndo podem ser debelados pelas células de defesa do hospedeiro
(MIRANDA, 2010).

O processo de sanificacdo do canal radicular ndo envolve apenas o canal principal, é
imprescindivel que este englobe os canais laterais, secundarios, intercondutos, deltas apicais e
toda a gama de ramificacfes que o canal possa vir apresentar. Ademais, a prépria dentina
possui em seu interior tObulos que estdo, na maioria das vezes, preenchidos por
prolongamentos odontoblasticos e no caso de polpas mortificadas, podem se encontrar
contaminados por bactérias (MONTEIRO, 2009).

Portanto, o auxilio de um agente irrigante que alcance essas ramificacdes do canal
radicular & extremamente necessario para remocdo de remanescentes teciduais e
microrganismos que ndo podem ser alcangados apenas pelo preparo mecénico (SAKAMOTO
et al., 2007; SIQUEIRA JR.; ROCAS, 2007). Mohammadi (2008), ndo encontrou evidéncias
de que a instrumentacdo mecénica, unicamente, seja capaz de eliminar totalmente os
microrganismos dos canais radiculares.

A solucéo irrigadora ideal deve exibir potente agdo antimicrobiana, ter capacidade de
dissolver material organico, ser lubrificante, apresentar baixa tensdo superficial e ndo
apresentar efeitos citotdxicos para os tecidos perirradiculares (ZEHNDER, 2006). As solucdes

comumente empregadas em Endodontia para a instrumentagdo dos canais radiculares s&o:
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compostos halogenados, detergentes, quelantes, acidos, perdxidos e associagcdes ou misturas e
outras solucbes (EL KARIM et al., 2007).

Dentre estes, os produtos quimicos mais utilizados como agentes irrigantes sdao o
hipoclorito de sodio e a clorexidina (VIANNA et al., 2007). Devido a existéncia de espécies
bacterianas resistentes ao tratamento endodéntico realizado com essas solugfes irrigadoras,
torna-se importante o estudo de novas substancias com esta finalidade.

Na tentativa de se alcancar uma solugéo irrigadora efetiva no tratamento endodontico,
Estrela et al. (2004) propds o uso do vinagre de magd como solugdo quimica auxiliar. Por
outra, a diversidade de plantas medicinais existentes na flora brasileira possibilita o estudo de
extratos naturais como irrigantes na terapia endodéntica (MOLINA, 2008). Torna-se
necessario, portanto, intensificar os estudos nesta area, visto que a real atividade do vinagre de
maca e dos extratos, sobre microrganismos presentes em infecgdes endodénticas persistentes,
ainda néo esta totalmente esclarecida.

A solucdo irrigadora antibacteriana usada mais frequentemente é a solucdo de
hipoclorito de sédio (NaOCIl) devido as suas propriedades de clarificagdo, dissolugdo de
tecido organico, saponificacdo, lubrificacdo, transformacdo de aminas em cloraminas,
desodorizacdo, baixa tensdo superficial, bom tempo de meia vida, baixo custo e amplo
espectro de acdo antimicrobiana (BARATO-FILHO et al., 2004; NAENI et al., 2004; OKINO
et al., 2004; SPANO et al., 2002). A dissolucdo do tecido acaba por ajudar na limpeza
endodontica pela transformacdo de substancias insolUveis (tecido pulpar e restos necroticos)
em substancias soltveis como os sabdes, cloraminas e sais de aminoacidos passiveis de serem
aspirados (ESTRELA, 2002).

Para Michelotto et al. (2008), a solucdo de hipoclorito de sédio possui triplo modo de
acdo: saponificacdo de gorduras, habilidade de dissolugdo de tecido necrotico, atribuida a sua
alta alcalinidade e propriedade bactericida, relacionada com a formagéo do &cido hipocloroso
pela liberacdo de cloro da solucéo.

Contudo, sua eficacia depende da concentracdo e do tempo de atuacdo que séo
empregados (PINA-VAZ et al, 2011). Observa-se na literatura especializada muita
controveérsia acerca da concentragcdo ideal do NaOCI utilizado em Endodontia, variando de
0,5% a 5,5%. Em altas concentracdes, como, por exemplo, 0 NaOCI 5,25%, causam severas
irritacGes aos tecidos periapicais no momento da irrigacdo dos canais radiculares, além de
diminuir o modulo de elasticidade da dentina (MARENDING et al., 2007). A
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biocompatibilidade das solugbes de NaOCI estd inversamente relacionada com sua
concentracdo, ou seja, quanto menor a concentracdo tanto maior a biocompatibilidade dos
NaOCI. Solugbes com baixas concentragcdes, como o NaOCI 1%, apresentam um aceitavel
comportamento biolégico (ESTRELA et al.,, 2002), além de possuirem atividade
antimicrobiana frente a microrganismos resistentes (KALFAS et al, 2001).

Baseado em pesquisas de Zehnder (2006) e EIl Karim et al. (2007), observa-se que a
concentracdo ideal de uso clinico do NaOCIl é a de 1%, com pH préximo a 11, pois
concentragcOes superiores ndo apresentam melhor capacidade bactericida, ao passo que levam
a um maior grau de agressao aos tecidos periapicais (EL KARIM et al., 2007).

Para alguns autores, o hipoclorito de sédio apresenta toxicidade, risco de enfisema,
potencial alergénico, gosto e cheiro desagradaveis, é caustico (CHEUNG; STOCK, 1993;
VIANNA et al., 2004; WEBER et al., 2003; YAMASHITA et al., 2003). Ainda segundo
ONCAG et al., (2003), € citotdxico quando em contato com os tecidos periapicais e apresenta-
se como uma ameagca durante o tratamento endoddntico de dentes deciduos, devido seu efeito
toxico na regido apical e nos tecidos periodontais.

Entre as alternativas ao hipoclorito de sédio esta a clorexidina, que tem se mostrado
um agente antimicrobiano efetivo no interior dos canais radiculares, com potencial para ser
empregado como irrigante ou medicamento intracanal. Segundo Stuart et al. (2006) e Zehnder
(2006), a clorexidina vem se tornando a solucdo irrigadora de eleicdo nas fases de preparo
quimico-mecénico do canal radicular.

O amplo espectro de acdo antimicrobiana se deve ao fato de a clorexidina ser uma
molécula com carga positiva, capaz de ligar-se a superficie bacteriana carregada
negativamente, por acao eletrostatica, promovendo adsorcdo na superficie bacteriana e uma
alteracdo no equilibrio osmotico bacteriano (DAMETTO et al., 2005; VIANNA et al., 2004).
Em concentragOes mais elevadas, a clorexidina torna-se bactericida, causando a precipitacdo
ou coagulacdo dos constituintes intracelulares (VIANNA et al., 2004). De acordo com Lee et
al. (2008), a carga positiva da molécula de clorexidina é adsorvida na dentina, o que previne a
colonizacdo bacteriana dentro dos tGbulos dentinarios, evitando assim casos de reinfeccéo
apos a obturagdo do canal radicular.

A acdo antimicrobiana associada a relativa auséncia de toxicidade da substancia, a
torna eficiente como solucdo irrigadora e medicacdo intracanal no tratamento de canais

radiculares. Pode ser indicada nos casos de hipersensibilidade ao hipoclorito de sodio e em
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dentes com rizogénese incompleta, em que a irrigacdo com hipoclorito de sodio poderia levar
ao extravasamento do irrigante para além do apice e induzir excessiva inflamagéo periapical
(CAMARGO et al., 2008; PECORA, 2004). A substantividade (grande atividade residual)
apresentada pela clorexidina é uma propriedade bastante relevante, uma vez que a substancia
permanece agindo no interior do canal por um periodo prolongado, mantendo os niveis de
desinfeccdo mesmo ap6s o preparo do canal (DAMETTO et al., 2005; KHADEMI et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2007; ONGCAG et al., 2003; WANG et al., 2007).

Siqueira Jr. e Ro¢as (2007) realizaram um estudo in vivo com o objetivo de comparar a
acao antimicrobiana do hipoclorito de sédio 2,5% e a clorexidina 0,12%. As solugdes foram
avaliadas em canais infectados de 16 dentes com inflamacao periapical cronica. Os resultados
mostraram que as duas solu¢Bes diminuiram o nimero de microrganismos do canal radicular,
ndo havendo diferenca entre elas quanto ao efeito antimicrobiano.

Ercan et al. (2004) avaliaram através de um estudo in vivo a atividade antibacteriana
proporcionada pela solucdo de clorexidina 2% e pelo hipoclorito de sodio 5,25%, utilizados
como agentes irrigantes durante o preparo quimico-mecanico. Amostras bacterianas foram
coletadas antes e imediatamente apds o preparo biomecénico. Os resultados mostraram que
ambas as solucdes foram significantemente efetivas na reducdo dos microrganismos presentes
em dentes com necrose pulpar e/ou patologia periapical, podendo ser utilizadas, com sucesso,
como substéncias quimicas auxiliares.

Estrela et al. (2003) analisaram o efeito antimicrobiano do hipoclorito de sédio 2% e
da clorexidina 2% pelo teste de difusdo em Agar e exposicio direta frente a cinco cepas de
microrganismos em culturas puras e culturas mistas (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans). A melhor atividade
antimicrobiana ao teste de exposicdo direta foi do grupo do hipoclorito de sédio e da
clorexidina. Vale salientar que, o efeito antimicrobiano foi influenciado pelos métodos
experimentais, indicadores bioldgicos e tempo de exposicao.

O vinagre de macd, conhecido também como vinagre de cidra, € obtido a partir da
polpa da macé, através de fermentacéo acética. O alcool etilico, produzido nesse processo, é
oxidado e transformado em &cido acético, sob acdo do ar e de microrganismos especificos. E
constituido por acido acético, frutose, acido malico, etanol, acido latico, acido férmico, acido
succinico, acetoina, acetato etilico e acido citrico (CALIGIANI et al., 2007). Contém ainda,

pectina e betacaroteno, capazes de atacar os radicais livres que interferem na imunidade do
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corpo humano. O acido maléico € um dos componentes que conferem suas propriedades
terapéuticas (ESTRELA et al., 2005; IRALA et al, 2009; THACKER, 2000).

O uso do vinagre de maca tem sido cogitado para atuar como solugdo auxiliar no
preparo quimico-mecanico dos canais radiculares, uma vez que, apresentou resultados
promissores quando comparado a solugées como o0 EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e
o hipoclorito de sédio (COSTA et al., 2008).

Alguns estudos comprovaram a a¢ao antimicrobiana do vinagre de macé, assim como
sua capacidade desmineralizadora e de remocao da camada de smear layer, abrindo os tubulos
e aumentando a permeabilidade das paredes dentinarias (BARROS et al., 2008; CORREA et
al., 2002; ESTRELA et al., 2005; ESTRELA et al., 2007; PRATI et al., 2003; ZANDIM et al.,
2004). Desta forma, pode-se considerar que o vinagre de maga possui atuacdo semelhante ao
EDTA quando em contato com tecido mineralizado, além de apresentar uma boa relagdo
custo-beneficio (COSTA et al., 2008).

Estrela et al. (2005) comprovaram a efetividade de varios tipos de vinagre em relacdo
a capacidade antimicrobiana sobre o microrganismo E. faecalis. O melhor resultado obtido foi
observado com o vinagre de magé.

Os resultados do estudo de Kirchhoff (2009) também mostraram que o acido acético e
o acido malico, constituintes do vinagre de maca, apresentam potencial para remoc¢do da
camada de smear layer. No entanto, o autor atenta para a realizacdo de novos estudos variando
a concentracdo, pH e sua associacdo com outras substéncias, o que pode conduzir para
formulacgdo de uma nova solucdo efetiva no tratamento endodéntico.

A Punica granatum Linn. (romd), da familia Punicaceae, € originaria do nordeste da
india e mundialmente cultivada nas regibes de clima tropical e subtropical (NEGI;
JAYPRAKASHA, 2003). E usada sob diferentes formas de preparagdo, no tratamento de
processos infecciosos internos e externos (MARCAL et al, 2011).

Toda a planta contém, entre os seus principios ativos, tanino em grande quantidade
(em torno de 22% a 25% de acido punicotanico). Seus alcaloides possuem propriedade
digestiva, espasmolitica, anti-diarréica e anti-helmintica e a pelieterina possui acdo tdxica
especifica contra a ténia. Os alcal6ides pelieterina e isopelieterina estdo presentes de 0,3% a
0,9% nas cascas da raiz e do fruto. A casca do fruto também contém tanino e alcaloides, além
de substancias com acdo antibidtica. Possui também atividade antisséptica, antiviral e

adstringente. E empregada popularmente no tratamento de dores de garganta, rouquido,
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inflamacdo da boca. Do pericarpo, rico em taninos, foram isoladas granatinas A e B,
punicalagina e punicalina, sendo estes 0s principais responsaveis pela atividade
antimicrobiana (BIALONSKA et al., 2009; FENNER et al., 2006; HOLETZ et al., 2002;
JAFRI et al., 2000; JURENKA, 2008; MACHADO et al., 2002).

A atividade antimicrobiana da romé& tem sido objeto de pesquisadores (MENEZES,
2004; PEREIRA et al. 2006; VASCONCELOS et al., 2006). Segundo Machado et al. (2002),
0 tanino elagico punicalagina é responsavel pela atividade antimicrobiana. De acordo com
Machado et al. (2003) e Naz et al. (2007), os microrganismos sdo afetados pelo tanino através
de uma reacdo especifica que ocorre entre este composto e o sulfidril, componente presente

em proteinas.

Fotografia 1 — Fruto da Punica granatum Linn. (romé&) ao lado de uma flor.
Fonte: MELO, (2008).

Pereira et al. (2001) avaliaram a a¢do antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da
casca da roma frente a Streptococcus mitis e Streptococcus sanguis. Os resultados mostraram
atividade do extrato da rom& semelhante ao encontrado para clorexidina 0,12%. Menezes et
al. (2004) constataram que o extrato hidroalcodlico da roma também apresentou acao
antimicrobiana semelhante a da clorexidina.

Pereira et al. (2006) avaliaram a a¢do antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da
casca do fruto da roma sobre linhagens bacterianas de Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei. Os resultados
mostraram a potencialidade da P. granatum na inibi¢do do crescimento bacteriano, sugerindo

0 emprego do extrato da roma como meio alternativo no controle desses microrganismos.
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Melo (2008) avaliou in vitro a capacidade antimicrobiana e a citotoxicidade do extrato
de Punica granatum L. associado ou ndo ao hidroxido de célcio sobre o Enterococcus
faecalis. Verificou-se que o extrato puro e a diluicdo 1:2 se mostraram efetivos com relagédo a
atividade antimicrobiana, porém, quando puro, apresentou-se citotdxico a macréfagos
provenientes de rato, todavia, a associacdo formada pela diluicdo 1:2 do extrato com o
hidroxido de calcio P.A demonstrou-se biocompativel, possibilitando, por conseguinte,
potencial para ser utilizada como medicagdo intracanal.

Até o presente momento, sdo escassos 0s trabalhos do extrato de roma em Endodontia.
No entanto, tem sido avaliado em outras areas da Odontologia. Segundo Pereira et al. (2006)
essa substancia tem mostrado uma acgao antimicrobiana eficaz frente a bactérias cariogénicas e
periodontopatogénicas.

Enquanto o conhecimento popular tem consagrado Matricaria recutita Linn.
(Matricaria chamomilla L., Chamomilla chamomilla e Matricaria suaveolens) popularmente
conhecida como camomila, como um eficaz anti-inflamatorio, a literatura cientifica vem
confirmando esse conhecimento até entio empirico e instintivo. E uma erva popular,
aromatica, pertencente a familia Asteraceae, origindria da Europa e cultivada em todo o
mundo, inclusive no Brasil (PARENTE; ROSA, 2001). Esta planta vem sendo utilizada, ha
séculos, na medicina popular por suas propriedades sedativa, antioxidante, cicatrizante,
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antifingica e antigenotdxica (MCKAY; BLUMBERG,
2006).

Fotografia 2 — Flores da Matricaria chamomilla Linn. (camomila).
Fonte: http://www.wildflowers.co.il/english/plant.asp?1D=337, acessado em 18.10.2013.
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A camomila apresenta uma variedade de flavondides ativos, bem como seu oleo
volatil azuleno, que é rico em terpendides, como o alfa-bisabolol e o camazuleno. Esses
constituintes propiciam a atividade anti-inflamatoria, cicatrizante e antibacteriana da
camomila. Os flavondides agem inibindo a liberacdo de histamina, enquanto o bisabolol pode
promover a formacdo de tecido de granulacdo na cicatrizacdo de feridas (CRAIG, 2001,
WEBER et al., 2008).

Vérios estudos com a camomila mostraram suas propriedade anti-inflamatoria,
antimutagénica, hipocolesterolémica (SRIVASTAVA; GUPTA, 2007), atividade estrogénica,
inibem aftas de estomatites e Ulceras orais induzidas por metotrexato, efeito antipruriginoso e
antiulcerogénico (SHIVANANDA et al., 2007). Previne a hiperglicemia e complica¢es do
diabetes, assim como possui atividade antioxidante no modelo de descoloragao do B-caroteno
(KATO et al., 2008).

O infuso de camomila tem sido empregado em processos inflamatorios e infecciosos
da cavidade oral, em casos de estomatites, gengivites e aftas. E ainda utilizado para halitose
sob a forma de bochechos ou em formulacGes dentifricias (BARRETO et al., 2005;
DRUMOND et al., 2004; PAIXAO, 2002). O extrato de camomila apresenta potencial
atividade antiaderente in vitro sobre linhagens de Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis e Lactobacillus casei, principais microrganismos responsaveis pela consolidacdo do
biofilme dental (ALBUQUERQUE et al., 2010). Assim como o extrato de romd, ndo ha
trabalhos sobre o uso do extrato de camomila em Endodontia, embora essa substancia esteja

sendo testada em outras areas da Odontologia.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de diferentes
solucdes irrigadoras frente a culturas de Enterococcus faecalis durante o preparo quimico-

mecanico.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental do tipo microbiolégico, no qual avaliou-se
a atividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio 2,5%, clorexidina 2%, vinagre de maca 5%
e dos extratos hidroalcélicos da Punica granatum Linn. e Matricaria recutita L. sob solucao

pura frente a culturas de Enterococcus faecalis.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Desenvolvimento de
Medicamentos (LABDEM), do Departamento de Farméacia, da Universidade Estadual da
Paraiba — UEPB, no periodo de fevereiro a junho de 2012.

4.3 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas as substancias a seguir: vinagre de maca
5%, hipoclorito de sédio 2,5%, clorexidina 2%, extrato de roméa e extrato de camomila em
solucéo pura (fotografia 3).

O vinagre de maca 5% (Senhor Viccino®) e o hipoclorito de sodio 2,5% (Brilux®)
foram adquiridos em estabelecimento comercial situado na cidade de Campina Grande - PB.

A clorexidina 2% foi adquirida na Farméacia de Manipulacdo Pharma Face

Formulacgtes e Cosmeticos, localizada no municipio de Campina Grande - PB.



30

As amostras de roma (Punica granatum L.) e de camomila (Matricaria recutita L.)
foram adquiridas em estabelecimento de ervas situado na cidade de S&o Paulo - SP, sob
registro no Conselho Regional de Farmécia n° 20505. Os extratos hidroalcodlicos foram
preparados no Laboratorio de Fitoterapia da UEPB, seguindo as recomendacdes da

Farmacopéia Brasileira 22 ed. (1959).

Fotografia 3: Solucdes irrigadoras utilizadas na pesquisa.

4.4 LINHAGEM BACTERIANA

No presente estudo, para avaliagcdo da atividade antimicrobiana das referidas solugdes e
dos extratos obtidos, a partir das espécies vegetais coletadas, foi utilizada a linhagem bacteriana
padronizada American Type Culture Collection (ATCC) de Enterococcus faecalis (ATCC
29212), a qual foi disponibilizada pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ). As cepas
liofilizadas foram reativadas, em camara asséptica, seguindo as recomendacOes da referida
Fundacéo.
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45 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS SOLUCOES FRENTE AO
MICRORGANISMO TESTE

Para a realizacdo dos testes antimicrobianos, foi realizada a metodologia de difusdo em
Agar, método do cilindro, em sistema de bicamada, conforme descrito na Farmacopéia Brasileira
52 ed. (2010). Todo o procedimento foi realizado sob cdmara de fluxo laminar e a manipulacao
dos materiais se deu com instrumentos estéreis (Fotografia 4).

Fotografia 4: Materiais utilizados e colocados na camara de fluxo laminar.

4.5.1 SUSPENSAO MICROBIANA

O in6culo microbiano teste utilizado, foi obtido e padronizado antes do uso,
conforme descrito no CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI,
2009) e na Farmacopéia Brasileira 5 ed. (2010). Assim, ap0s o0 crescimento do
microrganismo, com culturas recentes de 24 horas, diluiu-se a suspensdo preparada em
solucdo salina estéril, de modo a obter a absorbancia de 0,08 a 0,1, no comprimento de onda
de 625 nm, em fotocolorimetro (COLEMAN), modelo 35D, em tubos de ensaio de 13 mm de
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diametro, com a finalidade de se obter um preparo microbiano com concentracdo final entre
1,5x10% UFC/mL.

4.5.2 DIFUSAO EM PLACAS (SCREENING)

Nesse ensaio, geralmente utilizado como teste preliminar, observa-se a sensibilidade das
solucdes e extratos hidroalcodlicos sobre o crescimento de microrganismos.

A camada base foi distribuida através da adicdo de 20 mL do meio de cultura Agar
Mueller-Hinton, fundido nas placas de Petri de 100 mm de didmetro, de maneira uniforme.
Posteriormente foram colocadas em superficie nivelada para assegurar que a camada de meio
tenha profundidade uniforme e realizado o teste de esterilidade.

A partir da suspensdo microbiana, foi preparada a camada semeada, ou seja, a de
superficie, numa proporcéo de 1 mL da suspensdo bacteriana para 100 mL do meio de cultura,
antes resfriado a 48-50°C. O frasco foi agitado por rotacdo, para obter-se suspensao homogénea.
Em cada placa de Petri, foram adicionados sobre a camada base, 5 mL da camada de superficie.

Com as duas camadas de meio uniformemente sobrepostas e ja solidificadas, foram
colocados sobre a superficie do meio, os quatro cilindros de aco inoxidavel, com diametro
externo de 8 + 0,1 mm, diametro interno de 6 + 0,1 mm e comprimento de 10 + 0,1 mm.

Um volume correspondente a 100 pL de cada solugéo e de cada extrato produzido foram

distribuidos em cada cilindro. As seguintes solucdes e extratos foram utilizados:

Tabela 1: Divisdo em grupos das solucdes irrigadoras utilizadas no estudo.
Grupos Solugdes

I hipoclorito de sédio 2,5%

I clorexidina 2%

11 extrato de roma

v extrato de camomila

\ vinagre de maca 5%
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As analises foram realizadas em triplicata. As placas foram incubadas em estufa

bacterioldgica a 37 °C, durante um periodo de 24 a 48 horas (fotografia 5).

— /
Fotografia 5: Placas de Petri ap6s término dos experimentos.

Apos o periodo de incubacao, a leitura dos testes foi realizada medindo-se em milimetros
o didmetro dos halos inibitorios ao redor do cilindro com o auxilio de um paquimetro digital. Foi
considerada como possuidora de atividade antimicrobiana, aquela solugédo ou extrato que quando
aplicado sobre o meio de cultura, contendo a suspensdao do microrganismo, apresentou um halo
de inibicdo de crescimento, caracterizado por uma zona de clareamento, igual ou superior a 10

mm de diametro. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente através de calculos de média e desvio
padrdo, utilizando o teste F (ANOVA) e o teste de Comparac¢des Multiplas Pareadas.
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5 RESULTADOS

As médias dos didmetros dos halos inibitérios do crescimento bacteriano
proporcionado pelas solucdes irrigadoras avaliadas estdo expressas na tabela 2, assim como as
andlises estatisticas feitas com base nos didmetros dos halos inibitorios.

As solugdes irrigadoras que apresentaram maior atividade antimicrobiana perante a
espécie bacteriana estdo apresentadas em ordem decrescente: vinagre de macd 5%;
clorexidina 2%; hipoclorito de sodio 2,5% e extrato de roma. Na tabela 2 destaca-se que a
média do halo inibitério foi nula para o extrato de camomila.

O teste F (ANOVA) mostra a existéncia de diferencas significativas entre os grupos e
através do teste de Comparacdes Mdltiplas Pareadas (entre todos os pares de grupos) com
excecdo dos trés grupos “vinagre de magd”, “clorexidina” e “hipoclorito de sodio”, se
comprova diferenga significativa entre os demais pares de grupos.

A variabilidade expressa através do coeficiente se mostrou reduzida desde que o maior
valor da referida medida foi 13,52% (< 30%) em 4 grupos. O grupo extrato de camomila néo

apresentou variabilidade, levando-se em consideragdo que todos os valores foram nulos.
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Tabela 2 — Andlise com base no didmetro do halo de inibicdo do crescimento de E. faecalis
segundo a solucdo utilizada.

Grupo
Vinagre de : :
Estatisticas Clorexidina HIpOdC|OI’ItO Extrato de Extrato de Valor de
maca € P
sodio roma camomila
n=12 n=12
n=12) (=12 =19 (1= 9) (n=12)
p(l) <
Média 2265®W 2152W  2064®W  1315® 0,00 ©
0,001*
Mediana 22,16 19,94 20,03 13,20 0,00
Desvio padréo 2,47 2,68 2,79 0,59 0,00
Coeficiente
L 10,91 12,45 13,52 4,49 *x
variacao
Minimo 19,96 19,85 17,40 12,52 0,00
Maximo 27,78 26,82 25,03 14,47 0,00

(*): Diferenga significativa ao nivel de 5,0%.
(**): N&o pdde ser determinado devido ao valor nulo da média.
(1): Através do teste F (ANOVA).

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenca significativa entre os grupos
correspondentes pelas comparacdes pareadas de Tamhane.
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30

Média do halo

0,00

Vinagre de maca Clorexidina Hiplocorito de sodio Extrato de romad | Extrato de camomila

Fotografia 6 — Média + desvio padrdo do diametro do halo inibitério do crescimento de E.
faecalis segundo o produto utilizado.

Nas fotografias 7 a 11 observam-se os halos de inibi¢do do crescimento de E. faecalis

encontrados, de acordo com o grupos experimental.

g
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Fotografia 7 — a, b, c: Representacédo da atividade antimicrobiana do extrato de roma (solucao
pura) frente ao Enterococcus faecalis.

Fotografia 8 — a, b, c: Representacédo da atividade antimicrobiana da clorexidina 2% frente ao
Enterococcus faecalis.



Fotografia 9 — a, b, ¢ Representacédo da atividade antimicrobiana do extrato de camomila
(solucéo pura) frente ao Enterococcus faecalis.

38
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Fotografia 10 — a, b, ¢: Representagdo da atividade antimicrobiana do hipoclorito de sodio
2,5% frente ao Enterococcus faecalis.

Fotografia 11 —a, b, c: Representacdo da atividade antimicrobiana do vinagre de maga 5%
frente ao Enterococcus faecalis.
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6 DISCUSSAO

O preparo quimico-mecanico é de importancia singular para o sucesso do tratamento
endoddntico. Nesta etapa, € consenso entre 0s autores 0 auxilio de um agente irrigante com
atividade antimicrobiana (BORIN et al, 2007; GOMES et al., 2010; SAKAMOTO et al.,
2007; SIQUEIRA JR.; ROCAS, 2007). A utilizacio de solucdes irrigadoras durante o preparo
biomecénico é importante para a limpeza e eliminacdo de microrganismos presentes no
interior do sistema de canais radiculares. Como 0 acesso aos mesmos € limitado, patdégenos
podem ficar confinados nos tubulos dentinarios, ramificacbes e outras areas inacessiveis,
podendo proliferar e reinfectar o sistema de canais radiculares (SANSSONE et al., 2003).

No presente estudo, o hipoclorito de sodio 2,5% apresentou atividade antimicrobiana
satisfatoria, corroborando com estudos prévios de Ringel et al. (1982) que estudaram o efeito
da clorexidina 0,2% e do hipoclorito de sodio 2,5% como solucgdes irrigadoras em 60
elementos dentarios. Andalises microbioldgicas de bactérias aerdbicas e anaerdbicas foram
realizadas. Os autores concluiram que o hipoclorito de sdédio 2,5% como irrigante
endodéntico foi mais eficaz que a clorexidina 0,2% como agente antimicrobriano. Tomazinho
et al. (2007) avaliando in vitro a efetividade de varias solucdes irrigadoras na eliminacéo de E.
faecalis mostrou que, o hipoclorito de soédio 2,5% também apresentou resultado satisfatdrio,
com média do halo inibitério de 3 mm e que a clorexidina 2% foi uma das solucbes
irrigadoras mais eficientes.

Em pesquisa realizada por Costa et al. (2010), através da técnica de difusdo em Agar,
método do pogo, com o objetivo de avaliar in vitro a acdo antimicrobiana de extratos de
plantas contra E. faecalis, obteve média do halo inibitério para hipoclorito de sodio 2,5% no
valor de 17,07 mm, no entanto, foi menor que os halos apresentados pelos extratos etanoélicos
da aroeira-do-sertdo e da aroeira-da-praia, com diferencas estatisticamente significativa (teste
t, p <0,05).

Luz (2013), em seu trabalho com o objetivo de avaliar o pH e agdo antimicrobiana de
solucBes e géis de hipoclorito de sodio 0,5%, 1%, 2,5% e 5,25% em funcdo do tempo de
contato (15 s, 30 s, 1 min, 5 min e 10 min), através da técnica de diluicdo em caldo frente a

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) demonstrou que, dentre as solugdes e géis de
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hipoclorito de sodio, todas tiveram acdo antimicrobiana com excecdo daquelas em
concentracdo de 0,5% com tempo de contato até 30 segundos.

Alguns trabalhos demonstraram que, em baixas concentra¢des, o hipoclorito de sodio
apresenta acdo antimicrobiana reduzida frente a alguns microrganismos quando comparado a
clorexidina (FERRAZ et al., 2001; LIMA; FAVA; ONCAG, 2003; OLIVEIRA et al., 2007;
SIQUEIRA JR., 2001; SPRATT et al., 2001). Neste sentido, varios estudos demonstraram
algumas vantagens da utilizacédo da clorexidina na terapia endodontica (FERRAZ et al., 2001,
PECORA, 2004; TANOMARU FILHO et al., 2002).

Dentre os farmacos empregados na Endodontia, a clorexidina vem se tornando a
solucdo irrigadora de eleicdo nas fases do preparo quimico-mecanico dos canais radiculares
(STUART et al., 2007; ZEHNDER, 2006). Em pesquisas realizadas in vivo, a clorexidina
apresenta uma excelente acdo antimicrobiana, como se observa nos trabalhos de Tanomaru
Filho et al., (2006); Vianna et al., (2006); e Wang et al., 2007; Zamany, Safavi, Spanberg
(2003). O mesmo pbde ser observado nesta pesquisa em que a clorexidina 2% apresentou
acdo antimicrobiana superior ao hipoclorito de sodio 2,5%, embora ndo estatisticamente
significativo.

Ainda em consonancia com os achados deste estudo, Tanomaru Filho et al. (2006)
avaliaram in vivo o efeito antimicrobiano de varios irrigantes endodénticos. Para tanto, foram
utilizados 78 canais radiculares de pré-molares de cdes que tiveram lesGes periapicais
induzidas. Utilizou-se como solucdo auxiliar no preparo quimico-mecanico a solugdo de
hipoclorito de sodio 2,5%, clorexidina 2% e soro fisiolégico. Em um quarto grupo ndo se
realizou a instrumentacdo dos canais. De acordo com os resultados, 0s grupos que utilizaram
soro fisiolégico e controle apresentaram aumento do nimero de microrganismos. Em
contrapartida, houve reducdo de microrganismos nos grupos que utilizaram o hipoclorito de
sodio, sendo esta reducdo ainda mais significativa quando se utilizou a clorexidina.

Devido a presenca de espécies bacterianas resistentes ao tratamento endodéntico
convencional, realizado com as solucdes irrigadoras comumente empregadas (hipoclorito de
sodio e clorexidina), torna-se Gtil a pesquisa por outras diferentes solugdes irrigadoras.

Neste contexto, o uso do vinagre de magd como solugéo irrigadora foi proposto por
Estrela et al. (2004). Esta substancia demonstrou eficacia sobre microrganismos endodénticos
em dentes de cdes com periodontite apical induzida e possuiu capacidade de remocdo da
smear layer (ESTRELA et al., 2007; ZANDIM et al., 2004).
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O comportamento do vinagre de macd, no tocante a acdo antimicrobiana
proporcionada neste estudo, foi bastante satisfatdrio, sendo superior ao hipoclorito de sédio e
a clorexidina contra o E. faecalis, que corrobora com os resultados encontrados por Barros et
al. (2008); Corréa et al. (2002); Estrela et al. (2005); Estrela et al. (2007); Prati et al. (2003);
Zandim et al. (2004).

Sobre o vinagre de maca, acrescenta-se ainda que Estrela et al. (2005) avaliaram a
capacidade antimicrobiana de quatro tipos de vinagres (macd, arroz, tinto e branco), em
suspensdo mista de microrganismos (S. aureus, E. faecalis, P. aeruginos, B. subtilis, C.
albicans) e outra suspensdo pura (E. faecalis) em intervalos de 24, 48, 72 horas e 7 dias. Os
resultados mostraram que as solugdes avaliadas foram efetivas sobre o E. faecalis em todos os
periodos experimentais e a0 se empregar a suspensdo mista de microrganismos, o melhor
resultado foi observado pelo vinagre de maca.

No Brasil ha uma larga utilizacdo de plantas para fins medicinais, pela diversidade da
flora aqui encontrada (BORBA; MACEDO, 2006). Varios estudos estdo sendo realizados, na
area odontologica, com a finalidade de se conhecer os reais beneficios que as plantas podem
oferecer (DUARTE, 2006).

Toda substancia, independente de sua propor¢do na planta, pode ser um principio ativo
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998), assim extratos brutos ou semi-puros podem ser obtidos
como forma de avaliar a acdo farmacoldgica dessas substancias. Um dos métodos considerado
0 mais adequado para a analise quimico-farmacoldgica € a preparacdo de um extrato
hidroalcoolico (CECHINEL FILHO; YUNES, 1997). Frente a isso, este foi utilizado nesta
pesquisa por se tratar de uma metodologia ja consagrada na literatura. Varios outros autores
também partilharam dessa metodologia em suas pesquisas, como Drumond (2004), Martins
(2000) e Silva (2001) que utilizaram o extrato hidroalcodlico da malva (Malva sylvestri), o
extrato hidroalcodlico da Punica granatum L. foi avaliado por Albuquerque et al. (2008), o
alho (Allium sativum) foi usado por Salgado et al. (2006) e o extrato de araca (Psidium
albidum) foi avaliado por Pereira (2004).

Diante da necessidade de se realizar pesquisas nessa area, este estudo avaliou também
a acdo antimicrobiana de substancias naturais (extrato de roma e de camomila) em culturas
puras — ATCC - (American Type Culture Collection) de Enterococcus faecalis.

A acdo da Punica granatum Linn. (extrato da romd) vem sendo estudada na

Odontologia, com a finalidade de comprovar sua acdo antimicrobiana sobre as bactérias
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inerentes a cavidade oral. No entanto, séo escassos na literatura trabalhos que relacionem o
extrato de roma as bactérias do endodonto, especificamente sobre o E. faecalis, conforme
metodologia usada neste estudo.

De acordo com Pereira (2002), a romd tem demonstrado acdo bactericida e
bacteriostatica sobre um amplo numero de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.
Esse efeito provavelmente se deve a acdo da punicalagina que, segundo Machado et al. (2002)
é a principal responsavel pela atividade antimicrobiana do extrato. No entanto, neste estudo ao
ser avaliado a sua ac¢do antimicrobiana sobre o E. faecalis, um microrganismo Gram-positivo,
apresentou pouca efetividade, resultado este, discordante do que preconizou o autor.

Pereira et al. (2006) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos alcodlicos
(5%) do fruto e da casca do fruto da romé& sobre cepas de S. aureus, E. coli, e Enterobacter
gergoviae. Ambos os extratos demonstraram atividade antimicrobiana satisfatéria, porém
neste estudo quando utilizada sobre cepas de E. faecalis, ndo apresentou resultados
satisfatorios, que recomendem sua utilizacdo em Endodontia, discordando com Barbosa
(2010) que também avaliou a acdo antimicrobiana da P. granatum L. em relacdo ao E.
faecalis e concluiu que possui atividade antibacteriana in vitro, em concentragdes que podem
ser indicadas na pratica odontologica.

Outro fator a ser analisado em novos estudos visando a possibilidade de aplicacdo
clinica da Punica granatum L., seria sua grande quantidade de taninos politenol (HOLETZ et
al., 2002) que podem causar algum efeito antiestético. Ademais, é necessério que a atividade
antimicrobiana do extrato de roma seja avaliada frente a outros microrganismos responsaveis
pela infeccdo endoddntica (PRATES et al., 2009).

Em relacdo a camomila, tem sido relatado que a mesma pode ser usada na forma de
preparacBes aquosas (chd) ou na forma de extratos alcoolicos, tendo estes, contetdo
significativamente ativo em modelo farmacoldgico. Além da propriedade anti-inflamatoria e
antiespasmadica, estudos in vitro, demonstraram acdo bacteriostatica e fungistatica,
principalmente contra organismos Gram-positivos e Candida albicans (SCHULZ et al.,
2002).

Até o presente momento ndo ha estudos que relacionem o extrato de camomila as
bactérias do endodonto, especificamente a E. faecalis, conforme realizado nesse estudo.

Entretanto, essa substancia vem sendo testada em outras areas da Odontologia.
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Gebara et al. (1996) verificaram o efeito antimicrobiano de tinturas de camomila sobre
S. mutans e S. sobrinus e determinaram o efeito de doses subinibitdrias na aderéncia das
bactérias a superficie do vidro. Os resultados mostraram que a tintura de camomila néo
exerceu atividade antimicrobiana sobre o S. mutans e S. sobrinus, por esse motivo ndo deve
ser utilizada como controle destes microrganismos presentes na placa dentaria. Também néo
apresentou efetividade frente ao E. faecalis, na presente pesquisa, resultados estes que nao
levam a recomendacéo de sua utilizagéo.

Embora o extrato de camomila apresente atividade antimicrobiana frente a
determinadas bactérias orais, os resultados desta pesquisa mostraram que o extrato foi ineficaz
frente ao E. faecalis.

E interessante averiguar se as solugbes extrato utilizadas no estudo possuem ag&o
antimicrobiana frente as demais bactérias encontradas nas infeccdes endodoénticas para que

futuramente possam tornar-se aptas a aplicacao clinica.
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7 CONCLUSAO

e O vinagre de macd demonstrou acdo antimicrobiana satisfatoria frente ao
Enterococcus faecalis, seguido pelas solugdes de clorexidina 2% e hipoclorito de
sodio 2,5%;

e O extrato de roma apresentou pouca efetividade antimicrobiana;

e O extrato de camomila ndo apresentou acdo antimicrobiana frente ao Enterococcus

faecalis.
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