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RESUMO

Enterococcus faecalis sdo cocos Gram positivos, elipsbéides, em cadeias
curtas, anaerodbios facultativos, habitantes do trato intestinal e genital e da cavidade
oral de humanos e animais. O E. faecalis apresenta alta prevaléncia em infeccdes
persistentes endodoénticas, estando comumente associado com casos
assintomaticos. Sua habilidade em causar doenca perirradicular depende de sua
habilidade em sobreviver e persistir como um patdégeno no canal radicular e nos
tubulos dentinarios. Dentre estas medicacdes, as pastas de hidroxido de calcio
formuladas em diferentes veiculos tém sido amplamente utilizadas. Diante desta
problematica, este estudo objetivou avaliar e comparar a eficiéncia da atividade
antimicrobiana in vitro de diferentes pastas de hidréxido de calcio frente ao E.
faecalis. Os testes foram executados em 49 blocos de dentina infectados com E.
faecalis e tratados com pastas de hidroxido de calcio em diferentes veiculos por uma
semana. A eficiéncia das pastas foi avaliada pela microscopia confocal de varredura
a laser. Para comparacao entre as pastas foi empregado o teste de Kruskal-Wallis e
pelo teste de Dunn para compara¢fes individuais com nivel de significancia
estabelecido em 5% (p<0,05). A pasta que revelou melhor desempenho
antimicrobiano foi aquela cujo veiculo foi a &gua destilada estéril. A pasta de
hidroxido de célcio associada ao extrato propilenoglicélico de guacatonga nao
apresentou desempenho antimicrobiano sobre células de E. faecalis.

Palavras-chave: Hidréxido de calcio. Clorexidina. Guacatonga. Enterococcus
faecalis. Microscopia confocal a laser
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1.INTRODUCAO

O género Enterococcus inclui os enterococos classicos previamente
classificados como estreptococos do grupo D. Sdo habitantes normais do trato
gastrointestinal e em menor propor¢ao da vagina e uretra masculina (KONEMAN et al.,
2001).

Tornaram-se importantes agentes de doencas humanas devido
principalmente a sua elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos e seus inimeros
fatores de viruléncia recentemente mais estudados (KAYAOGLU ; @RSTAVIK, 2004).

Sdo cocos Gram positivos, arranjados aos pares ou em cadeias curtas,
sendo dificilmente diferenciados microscopicamente de alguns estreptococos. Sao
anaerdbios facultativos e crescem em temperatura de 35°C. Crescem sobre a
superficie de agar sangue como coldnias tipicamente gama-hemoliticas e sobre a
superficie do agar M-Enterococcus como colbénias puntiformes de cor vermelho escuro
até arroxeadas. Os enterococos toleram bile de boi a 40% e podem hidrolisar esculina.
Ainda, crescem na presenca de cloreto de sodio a 6,5%. Séo distinguidos de bactérias
do género Staphylococcus pela incapacidade de producédo de catalase (MURRAY et
al., 1998).

Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados. Produzem
citolisinas com atividade sobre hemacias humanas, ovinas e de cavalo. A substancia
de agregacado é uma proteina codificada por plasmideos responsavel pela aglutinacédo
dos microrganismos para facilitar a troca entre plasmideos. As estirpes de E. faecalis
produzem feromonas, peptideos capazes de amplificar a transferéncia de DNA
plasmidial por estirpes em processo conjugativo e também de amplificar a resposta
inflamatério durante o processo infeccioso (KAYAOGLU ; IRSTAVIK, 2004).

O acido lipoteicéico €, além de adesina, um importante fator de viruléncia por
induzir fator de necrose tumoral (TNF), modulando de forma agressiva a resposta
imune. Produzem vérias enzimas extracelulares como gelatinase e hialuronidase
(KAYAOGLU; @RSTAVIK, 2004).

O E. faecalis causa infecgcbes complicadas do trato urinario, bacteremia,
endocardite, infeccdes pélvicas, sepse neonatal e mais raramente meningites
(KONEMAN et al., 2001; MURRAY et al., 1998).
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Embora seja uma espécie presente nos processos infecciosos humanos, sua
etiopatogenia nos processos infecciosos da cavidade oral vem sendo amplamente
discutida.

Esta bactéria tem demonstrado habilidade para sobreviver sozinho no interior
do canal radicular sem o suporte de outras bactérias. E. faecalis foi isolado em 38%
dos dentes que apresentaram microrganismos recuperaveis, sugerindo que este € um
importante agente no insucesso endodontico. O fato do E. faecalis estar ausente ou em
pequeno namero em canais sem tratamento endodontico, indica que essa bactéria
pode penetrar no interior do canal durante o tratamento, sobreviver ao tratamento
antimicrobiano e permanecer apoés a obturacdo (FABRICIUS et al., 1982).

A recuperagéao frequente do E. faecalis de canais radiculares com insucesso
do tratamento endodéntico tem sido amplamente relatada (SUNDQVIST et al., 1998;
PINHEIRO et al., 2003; ROCAS et al. 2003). Os E. faecalis estdo presentes em canais
radiculares ndo tratados endodoOnticamente e quando presentes eles usualmente
compdem uma pequena por¢cado da microbiota do canal radicular. Demonstram alta
resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento e este € um dos poucos
microrganismos que tem mostrado in vitro resistir ao efeito antibacteriano do hidroxido
de célcio (WEIGER et al., 1995, EVANS et al., 2002).

Evans et al. (2002), verificaram que a resisténcia desse microrganismo ao
hidroxido de célcio esta relacionada a uma bomba de proton.

Diante da resisténcia do E. faecalis ao hidréxido de célcio, tem sido proposta
a associacao de substancias, para potencializar a agao antimicrobiana frente a esse
microrganismo.

A clorexidina tem sido amplamente sugerida como material para anti-sepsia
de canais radiculares entre sessdes, por possuir acao antimicrobiana imediata, amplo
espectro de acdo sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, anaerobias,
facultativas e aerébias, leveduras e fungos, relativa auséncia de toxicidade, capacidade
de adsorcdo pela dentina e lenta liberacdo de substancia ativa, prolongando sua
atividade antimicrobiana residual (substantividade). A eficacia da pasta de Ca(OH),
contra linhagens de E. faecalis e outros microrganismos tem sido amplamente
discutida na literatura (SCHAFER et al.,2004; ERCAN et al., 2006; EVANS et al., 2003;
GOMES et al., 2002; CWIKLA et al., 2004; NAGESHWAR et al., 2004; TANOMARU et
al., 2007).
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Nageshwar et al. (2004), avaliando a eficacia da pasta em clorexidina e
salina em 30 dentes incisivos centrais contaminados com E. faecalis, demonstraram
que a pasta com clorexidina foi estatisticamente mais efetiva na eliminacdo do
microrganismo a partir do tubulo dentinario, quando comparada com a pasta em salina
estéril. Estudo semelhante realizado por Evans et al., 2003, usando dentes bovinos,
demonstrou a mesma eficiéncia da pasta em clorexidina quando comparada com a
pasta em agua estéril. Estes dois estudos contrariam os achados de Schafer et al.,
2004, onde demonstraram que a pasta de Ca(OH), com clorexidina n&o aumentou a
eficiéncia de inibicdo do E. faecalis.

Ercan et al. (2006), utilizando um modelo de experimento in vitro com dentes,
revelaram que a clorexidina gel a 2% mostrou melhor eficiéncia para inibir E. faecalis e
Candida albicans quando comparada com a pasta de Ca(OH), pura ou acrescida de
2% de clorexidina. Os estudos de Gomes et al., 2002, onde pastas de Ca(OH), foram
avaliadas in vitro com diferentes veiculos frente a varios microrganismos, revelaram
gue as pastas com paramonoclorofenol acrescido de glicerina e paramonoclorofenol
puro demonstraram melhor eficiéncia na inibicdo das estirpes sendo que a linhagem
gue apresentou melhor zona de inibicdo foi a P. endodontalis e a menor zona de
inibicéo foi E. faecalis.

A atividade antimicrobiana do hidroxido de célcio se da pela liberagdo de
ions hidroxila e consequente aumento de pH, podendo atingir 11 a 12,5 (ESTRELA et
al., 1998). Os efeitos letais desses ions hidroxila sobre as células bacterianas, devem-
se principalmente, aos danos ocasionados na membrana citoplasmatica, a
desnaturacao de proteinas e danos diretos ao DNA (SIQUEIRA et al., 1999). Para ser
efetivo contra bactérias localizadas dentro do tubulo dentinério, os ions hidroxila do
hidroxido de calcio devem difundir-se na dentina em concentracdes suficientes para
sobrepujar seu efeito tampédo e consequentemente, aumentar drasticamente o pH
local.

As pastas de hidroxido de calcio em diferentes veiculos e concentracdes tem
sido o material de escolha como medicacao intracanal por seu alto poder alcalinizante
criando um ambiente desfavoravel ao crescimento bacteriano. Apesar de sua ampla
utilizacao, o hidroxido de céalcio ndo tem demonstrado eficacia sobre algumas cepas de
microrganismos “in vivo”.

Novas alternativas tém sido buscadas para o emprego na terapia

endodontica como a utilizagcao de produtos naturais como o propolis.



12

Novos veiculos para pastas de Ca(OH),, como por exemplo, fitoterapicos,
devem ser testados com o objetivo de avaliar uma provavel potencializagdo da pasta
para eliminar E. faecalis de canais radiculares.

Dentre estes fitoterapicos, uma opcao poderia ser o uso do extrato
propilenoglicolico da Casearia sylvestris Sw, popularmente conhecida como
guacatonga.

E uma planta originaria da América Latina desde o México até a Argentina.
No Brasil € encontrada em abundancia, sendo uma espécie muito comum no estado de
Sdo Paulo. E conhecida por diversas sinonimias populares devido a sua ampla
distribuicdo pelo pais: guacatonga, erva de lagarto, vassitonga, bugre-branco, dentre
outros. Mais conhecida popularmente como guacatonga, palavra de origem do tupi
guarani comprovando que a espécie ja era de conhecimento dos indios (ERVA-DO
SITIO, 2001; TESKE; TRENTINI, 2001).

A planta é arbdrea e perene, com altura variando de dois a seis metros, mas
pode atingir até vinte metros. Possui tronco tortuoso, casca de coloracéo acinzentada a
acastanhada, rugosa e com pequenas fendas superficiais (ERVA-DO SITIO, 2001;
SILVA Jr., 1997; JASZCZERSKI, 1987; TORRES & YAMAMOTO, 1986; CORREA,
1984; KLEIN et al., 1984; ABSY & SCAVONE, 1973).

As folhas sdo alternas lanceoladas até ovaladas ou elipticas, dispostas no
mesmo plano do ramo, alternadamente. Possui entre seis e quatorze centimetros de
comprimento por trés a cinco centimetros de largura. E assimétrica na base e
apresenta de cinco a oito nervuras laterais. S&o brilhantes e dotadas de pequenas
glandulas de Oleo, visiveis contra a luz (ERVA-DO SITIO, 2001; SILVA Jr., 1997;
JASZCZERSKI, 1987; TORRES; YAMAMOTO, 1986; CORREA, 1984; KLEIN et al.,
1984; ABSY; SCAVONE, 1973).

As flores sdo numerosas, pequenas, branco-esverdeadas ou amarelas,
estdo dispostas em cimeiras axilares e exalam um forte aroma. J& o fruto é uma
capsula ovoide-globulosa, pequena, vermelha quando madura, contendo de duas a
seis sementes em arilo lanoso, amarelo comestivel (ERVA-DO SITIO, 2001; SILVA Jr.,
1997; JASZCZERSKI, 1987; TORRES; YAMAMOTO, 1986; CORREA, 1984; KLEIN et
al., 1984; ABSY; SCAVONE, 1973).

Possui acéo cicatrizante, anti-séptica, antimicrobiana e fungicida, justificando
a marcante porcentagem de Oleo essencial; anti-Ulcera reduzindo o volume de acido

cloridrico; diurética ativando a circulacdo periférica e estimulando o metabolismo
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cutdaneo com consequente tonificagcéo local; taninos formando revestimento protetor na
pele e nas mucosas dificultam as infec¢cdes (TESK ; TRENTINI, 2001).

Em relacdo a sua constituicAo quimica, encontramos Oleo essencial,
saponinas, acidos graxos, taninos, antocianosideo, resinas e flavondides. Desta forma
alguns componentes quimicos em especial poderdo ter acdo direta sobre o
microrganismo em questdo, como taninos, flavonoides e 6leos essenciais.

Os taninos distribuem-se por toda a planta, em todas as regides e tecidos,
particularmente do cortex, floema e raios medulares, aparecem também solubilizados
no suco dos vacuolos sob a forma de combinacdes complexas. Sendo essas
substancias fendlicas sollveis em agua com massa molecular entre 500 e cerca de
3000 Dalton, sdo capazes de formar complexos insolaveis em &gua. Quando
combinados com alcalbides, gelatina e outras proteinas sdo importantes, pois sao
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros produtos vegetais (SIMOES,
et al., 2001).

Séo classificados, segundo sua estrutura quimica, em dois grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados.

Acredita-se que a propriedade farmacolodgica dos taninos esté relacionada a
trés caracteristicas gerais comuns em maior ou menor grau aos dois grupos. Dentre
estas caracteristicas, podem ser citadas a complexacdo com ions metélico como: Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Cobre (Cu), Aluminio (Al), entre outros, atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e habilidade de complexar com outras moléculas,
incluindo macromoléculas como proteinas e polissacarideos.

Os flavondides foram biosintetizados a partir dos fenilpropanoides, e
constituem uma importante classe de polifendis presentes em abundancia entre os
metabodlitos secundarios de vegetais. Essa classe de compostos € amplamente
distribuida no reino vegetal com alguns representantes em bri6fitas, em fungos e em
pteridéfitas. Encontram-se presente em abundéancias nas angiospermas, sendo que
neste grupo apresenta grande diversidade estrutural.

Estd quase ausente nas algas. Sao funcfes atribuidas aos flavonoides nas
plantas: prote¢cdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta, além de
protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, atraentes de animais com finalidade
de polinizacdo, antioxidantes, controle da acdo de horménios vegetais, agentes

alelopéticos e inibicdo de enzimas.
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Os Oleos essenciais ou terpenos sdo originados da via do acetato-
mevalonato a partir de uma unidade isopreno. A classificacdo dos terpenos é feita de
acordo com a quantidade de unidades isopreno em hemiterpendides, Cb5;
monoterpendides, C10; sesquiterpendides, C15; diterpendides, C20; triterpendides,
C30; e carotendides, C40. Apresentando diversas fun¢cbes nos vegetais, 0s
monoterpenos atuam na atracdo de polinizadores, pois sao constituintes dos oleos
essenciais (6leos volateis).

Os triterpenos e seus derivados, 0s esteroides, apresentam uma gama de
fungbes. Muitos tém fungdes de protecdo contra herbivoros, alguns sdo antimitéticos, e
outros atuam na germinacdo das sementes e na inibicdo do crescimento da raiz
(VICKERY & VICKERY, 1981; HARBONE & BAXTER, 1995).

Os extratos compreendem, modernamente, um conceito vasto de produtos
fitoterapicos, onde através de véarias metodologias de extracdo ou dissolu¢do, com o
emprego de misturas solventes adequadas, em qualquer relacdo de concentracao
entre matéria-prima vegetal e o meio liquido, tem como objetivo retirar com maior ou
menor especificidade determinados componentes da planta (SIMOES et al., 2001).

Assim como as tinturas, sao preparac¢des liquidas, diferindo apenas no nivel
de concentracao;os extratos de fluidos apresentam uma mistura hidroetandlicas como
solvente. Cada mililitro de extrato contém os constituintes ativos correspondentes a 1g
da droga,ou ainda, obtidos através da dissolucéo do extrato seco ou diluicdo do extrato
concentrado correspondente (SIMOES et al., 2001).

As Infusdes sao preparacoes utilizadas para todas as partes de uma planta
medicinais ricas em componentes volateis, aromas delicados e principios ativos que se
degradam pela acdo combinada de agua e do calor prolongado. No caso de plantas
com estas caracteristicas ou que facilmente se degradam é recomendado a utilizacdo
de uma maceracéo, que seria uma infuséo a frio (SIMOES et al., 2001).

Essa infusdo tem como resultado a agua fervendo em contato com a erva ja
escolhida e picada. Posteriormente elas vao para um recipiente e permaneceram por
alguns minutos variando de 5 a 10 minutos. Logo ap0s o repouso, o infuso deve ser
coado para ser empregado em trés dias (SIMOES et al., 2001).

No entanto, essa substancia nao foi associada ao hidroxido de calcio para

verificar se ha um sinergismo na acdo antimicrobiana, podendo ser uma alternativa de
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associacdo para a destruicdo do Enterococcus faecalis em infecgcdes endodénticas,

necessitando de estudo para esclarecer a indagacao.
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2. JUSTIFICATIVA

O E. faecalis apresenta alta prevaléncia em infecgbes persistentes
endodonticas, estando comumente associado com casos assintomaticos. Embora E.
faecalis possua varios fatores de viruléncia, sua habilidade em causar doenca
perirradicular depende de sua habilidade em sobreviver e persistir como um patégeno
no canal radicular e nos tubulos dentinérios, aléem de ser um microrganismo que tem
apresentado resisténcia ao pH alcalino, podendo manter-se viavel at¢é em pH 10,3.
Deve-se enfatizar também que embora a pasta de hidréxido de céalcio apresente pH de
12,0, no interior da massa dentinaria esse pH decresce para 9,5 a 10,0.

Assim, pela necessidade da busca constante de substancias que
apresentem boa capacidade anti-séptica, favoreca acdo no interior de tabulos
dentinarios e sejam naturais, com menor toxicidade para serem utilizadas na terapia
odontoldgica e endodéntica, € de suma importancia priorizar os testes com substancias
classicas de uso endodoéntico e buscar novas modalidades de tratamento associado
com compostos fitoterapicos, como por exemplo, o extrato da guacatonga, por ser
facilmente encontrada, e entdo de baixo custo. No entanto, encontra-se, em linhas
gerais, uma escassez na literatura quanto a sua associacdo a pasta de hidréxido de
calcio, havendo a necessidade de um estudo que esclareca cientificamente ao clinico
se a associacao do extrato da guacatonga ao hidréxido de célcio apresenta efetividade
na eliminacdo do E. faecalis a partir do sistema de canal radicular, podendo se tornar
uma alternativa na Clinica Odontoldgica para o tratamento de infec¢cdes endoddnticas

onde este microrganismo esta envolvido.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar e comparar o
desempenho antimicrobiano in vitro de diferentes pastas de hidroxido de célcio frente

ao Enterococcus faecalis em dentina bovina.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o desempenho antimicrobiano das seguintes pastas a base hidréxido de
calcio: agua estéril, clorexidina a 1%, clorexidina a 1% em propilenoglicol,
propilenoglicol puro e extrato propilenoglicélico de guacatonga em dentina
bovina contaminada com E. faecalis através de microscopia confocal de

varredura a laser;

e Comparar a eficiéncia entre as diferentes pastas na eliminacdo do E. faecalis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo dos corpos de prova

Os procedimentos experimentais utilizaram 49 blocos de dentina bovina
esterilizadas. As caracteristicas dos blocos foram de aproximadamente 4x4x2mm.
Os blocos de dentina foram confeccionados a partir de incisivos bovinos,
esterilizados em autoclave e seccionados utilizando uma maquina metalogréafica de
corte tipo ISOMET Low Speed Saw (Buehler Ltd, Lake Bluff IL,USA) ate alcancar as
medidas desejadas.

Apos o corte os blocos foram lixados utilizando uma maquina politris. Os
continuos segmentos de dentina foram tratados com hipoclorito de sodio 1% por 30
minutos e EDTA a 17% por 5 minutos para a eliminacdo de residuos organicos e
possivel presenca de “smear layer”. Para verificar o método de limpeza, trés blocos
foram observados utilizando o Microscoépio Eletrénico de Varredura. Os blocos foram
esterilizados com o auxilio de autoclave a 121°C. Uma vez estéreis, os blocos foram

contaminados com cultura de Enterococcus faecalis em BHI por 21 dias.

4.2 Contaminacéao da dentina

Quarenta e dois blocos foram mergulhados em caldo BHI (Difco®) contendo
cultura de Enterococcus faecalis ATCC 25912 (American Type Culture Collection,
Manassas, VA) padronizada pela escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x 108 bactérias/mL)
e incubados por 21 dias a 36°C para que ocorresse contaminacdo dos corpos de

prova.

Durante o periodo total de incubacao, a cada 3 dias os corpos de prova foram
removidos para um caldo de cultura novo de E. faecalis obtido por incubacao

“overnigth” e padronizado até turvagdo padréo referente a escala 0,5 de Mac
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Farland. A viabilidade da cultura foi testada a cada 3 dias por inoculacdo em placas
de M-Enterococcus agar (Difco®) a 36°C por 18 a 24 horas.

O grupo controle negativo foi constituido por 7 blocos que foram mergulhados
em caldo BHI (Difco®) estéril por 21 dias. Para se confirmar a esterilidade dos
blocos, a cada 3 dias, o caldo BHI foi semeado sobre a superficie de placas de agar
Brucela-sangue (Difco®) a 5%.

Ao final deste periodo, todos os blocos foram removidos dos caldos de
cultura, enxaguados por 3 vezes com solucdo salina tamponada estéril, secados
com uma agulha estéril e distribuidos randomicamente sobre a superficie de placas
de Petri estéreis de acordo com cada grupo de testes, como se segue:

Grupo 1: controle negativo (sem infeccdo e sem medicacao)

Grupo 2: pasta de hidréxido de calcio com agua estéril

Grupo 3: pasta de hidréxido de célcio com clorexidina a 1%

Grupo 4: pasta de hidréxido de célcio com clorexidina a 1% em propilenoglicol
Grupo 5: pasta de hidréxido de calcio com propilenoglicol puro

Grupo 6: pasta de hidroxido de célcio com extrato propilenoglicélico de guacatonga

(Casearia sylvestris Sw.)
Grupo 7: controle positivo (com infec¢cdo e sem medicacgao)

Os blocos dos grupos 2 até 6 tiveram sua superficie preenchida com as
respectivas pastas de hidréxido de calcio com seus diferentes veiculos. Os blocos
foram incubados novamente a 36°C por uma semana, observando-se umidade de

100% obtida por cAmara umida com algodao embebido em agua estéril.

Ap0s o periodo de uma semana, os blocos foram removidos da camara umida
e as pastas removidas pela irrigacdo com 2 ml de agua estéril, sendo em seguida

secados com uma agulha estéril e cones de papel estéreis.

4.3 Testes para avaliar o desempenho antimicrobiano das diferentes pastas por

microscopia confocal de varredura a laser
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Os espécimes foram colocados em placas de Petri e coradas com 100 pL da
solugcéo Live/Dead® BacLight Bacterial Viability Kit L7012 (Molecular Probes, Inc.
Eugene, OR, EUA), gotejada sobre a dentina. Apds aplicacdo dos corantes, a placa
foi fechada e envolta em papel laminado, com objetivo de realizar a difusédo dos
corantes no espécime com auséncia de luz e em temperatura de 37°C por 20
minutos, de acordo com as orientacdes do fabricante. Para o preparo do corante
Live/Dead® BacLight foram adicionados 1,5 yL do componente A e 1,5 uL do
componente B a 0,97 mL de solucdo salina a 0,85%. O marcador, que cora em
verde as ceélulas viaveis, e em vermelho as células com danos na membrana, foi
preparado diariamente antes do seu uso, sendo o0 mesmo mantido em local
protegido da luz e do calor durante todos os procedimentos. As amostras foram
observadas utilizando o microscépio confocal de varredura laser para observar a

distribuicdo bacteriana nos tecidos dentinarios infectados.
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5. RESULTADOS

Para avaliar o desempenho antimicrobiano das diferentes pastas de hidroxido
de célcio sobre blocos de dentina contaminados com E. faecalis, ao final de sete
dias de acdo das pastas, os blocos foram submetidos a analise em microscopia
confocal de varredura a laser, a fim de se determinar a diferenciacdo entre bactérias
viaveis e nao viaveis.

A tabela 1 representa a mediana, média e a variacdo de valores nas
contagens de células totais e viaveis nos diferentes grupos experimentais.

A avaliagdo do desempenho antimicrobiano das diferentes pastas utilizadas
sobre os blocos de dentina contaminados com E. faecalis pela técnica de
microscopia eletrénica confocal a laser, esta representado nas figuras 1 a 5.

Os resultados revelaram que 78% das bactérias presentes no grupo controle
positivo, ou seja, sem acdo de medicamento, eram viaveis (figura 6).

A aplicacdo das diferentes pastas proporcionou uma significativa alteracao na
proporcao de bactérias viaveis e ndo viaveis encontradas no biovolume celular total
dos blocos de dentina.

Para a pasta de hidréxido de célcio com veiculo clorexidina a 1% a proporcao
de bactérias viaveis e néo viaveis foi de 36% e 64%, respectivamente(figura 1).

Para a pasta de hidréxido de calcio com veiculo clorexidina a 1% em
propilenoglicol a proporcdo de bactérias viaveis e ndo viaveis foi de 42% e 58%,
respectivamente (figura 2).

Para a pasta de hidréxido de calcio associada ao extrato propilenoglicélico de
guacatonga a proporcdo de bactérias vidveis e ndo viaveis foi a mesma, ou seja,
50% (figura 3).

Para a pasta de hidréxido de calcio cujo veiculo foi o propilenoglicol puro a
proporcdo de bactérias viaveis e nao viaveis foi de 36% e 63%, respectivamente
(figura 4).

A pasta que revelou melhor desempenho sobre E. faecalis em bloco de
dentina foi aquela manipulada com hidréxido de calcio e agua estéril cuja proporgcao
de bactérias viaveis e nao viaveis foi de 14% e 86%, respectivamente (figura 5).

A Comparacgdo estatistica dois a dois do desempenho antimicrobiano das

diferentes pastas no total de células vivas esta representado na tabela 2.
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Tabela 1. Mediana, média e variagdo de valores do biovolume total e de células vivas apds o contato com as substancias

experimentais

Biovolume CaOH+Clorex CaOH+Clorex+Prop CaOH+Guacat CaOH+Prop CaOH+Agua Controle Positivo
Total (um®)
Mediana 1.04 x 10* 2.07 x 10° 1.64 x 10° 2.54 x 10° 7.97 x 10* 9.82 x 10*
Média 3.16 x 10* 6.00 x 10° 1.60 x 10° 2.13x 10° 1.57 x 10° 2.35x 10°
Variagdo 2.07 x 10° - 1.99 x 10* - 5.32 x 10" — 1.87 x 10° - 2.17 x 10* - 1.82 x 10*-
1.45 x 10° 2.30 x 10° 3.64 x 10° 6.19 x 10° 3.55 x 10° 7.06 x 10°
Células vivas
()
Mediana 3.05 x 10° 1.49 x 10° 3.07 x 10° 7.42 x 10* 1.17 x 10* 8.51 x 10*
Média 1.14 x 10* 2.50 x 10° 8.10 x 10° 8.86 x 10* 2.21 x 10* 1.83x 10°
Variagéo 1.56 x 10° — 6.29 x 10° — 1.13 x 10* - 2.52 x 10° - 5.76 x 10° — 1.70 x 10*-
5.65 x 10* 9.93x 10° 2.94 x 10° 2.57 x 10° 1.53 x 10° 5.76 x 10°

CaOH+Clorex: Pasta de hidréxido de calcio com clorexidina a 1%

CaOH+Clorex+Prop: Pasta de hidroxido de célcio com clorexidina a 1% em propilenoglicol
CaOH+Guagcat: Pasta de hidréxido de calcio com extrato propilenoglicélico de Guagatonga

CaOH+Prop: Pasta de hidroxido de calcio com propilenoglicol puro
CaOH+Agua: Pasta de hidroxido de célcio com agua destilada estéril

Controle positivo: blocos de dentina infectados sem contato com as substancias
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Fig. 1 Graficos representativos da contagem de células bacterianas vivas
(verde) e mortas (vermelho) presentes no grupo CaOH + Clorexidina a 1%.
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Fig. 2 Graficos representativos da contagem de células bacterianas vivas
(verdes) e mortas (vermelho) presentes no grupo CaOH + Clorexidina a 1%
em propilenoglicol.
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Fig. 3 Gréficos representativos da contagem de células bacterianas vivas
(verde) e mortas (vermelho) presentes no grupo CaOH + Guacatonga.

25



Biafilm: STACK stack! - Total hiovolume: 2434403 (|.Lm3)
Green ; S32867 (um"’] - (36 %)

Red: 1540275 (um:'J - (B3 %)

NS 11258 (un) - (0 %)

bioimage L (TV) v.2 (2010)

Biofilm: STACHK stacki
Distribution of biowolume in 11 stacks.

Biovolume { wn’)

biolmage L (TM) v.2 (2040)

Fig. 4 Gréficos representativos da contagem de células bacterianas vivas
(verde) e mortas (vermelho) presentes no grupo CaOH + Propilenoglicol.
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Fig. 5 Graficos representativos da contagem de células bacterianas vivas
(verde) e mortas (vermelho) presentes no grupo CaOH + Agua.
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Fig. 6 Graficos representativos da contagem de células bacterianas vivas
(verde) e mortas (vermelho) presentes no grupo controle positivo.
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Tabela 2. Comparacéo estatistica dois a dois do desempenho antimicrobiano das
diferentes pastas no total de células vivas

Pastas Diferenca Nivel de significancia
Controle x CaOH+Clorex 30,25 Significante
Controle x CaOH+Clorex+Prop 1,667 Na&o significante
Controle x CaOH+Guag -7,667 N&o significante
Controle x CaOH+Prop 10 N&o significante
Controle x CaOH+Agua 27,57 Significante
CaOH+Clorex x CaOH+Clorex+Prop -28,58 Significante
CaOH+Clorex x CaOH+Guag -37,92 Significante
CaOH+Clorex x CaOH+Prop -20,25 N&o significante
CaOH+Clorex x CaOH+Agua -2,5 N&o significante
CaOH+Clorex+Prop x CaOH+Guag -9,333 N&o significante
CaOH+Clorex+Prop x CaOH+Prop 8,333 Nao significante
CaOH+Clorex+Prop x CaOH+Agua 26,08 significante
CaOH+Guag¢ x CaOH+Prop 17,67 N&o significante
CaOH+Guag x CaOH+Agua 35,42 Significante
CaOH+Prop x CaOH+Agua 17,75 N&o significante

CaOH+Clorex: Pasta de hidroxido de calcio com clorexidina a 1%

CaOH+Clorex+Prop: Pasta de hidroxido de célcio com clorexidina a 1% em propilenoglicol

CaOH+Guagat: Pasta de hidréxido de célcio com extrato propilenoglicélico de Guagatonga

CaOH+Prop: Pasta de hidréxido de calcio com propilenoglicol puro

CaOH+Agua: Pasta de hidréxido de célcio com agua destilada estéril

Controle positivo: blocos de dentina infectados sem contato com as substéancias

Valor critico:33,04

p<0,05

# Andlise estatistica pelo método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e comparagédo de significancia pelo
método de Dunn
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho antimicrobiano
de pastas de hidroxido de calcio manipuladas com diferentes veiculos sobre células
de E. faecalis em blocos de dentina contaminados.

A recuperacdo frequente do E. faecalis de canais radiculares com
insucesso do tratamento endodéntico tem sido amplamente relatada (SUNDQVIST et
al., 1998; PINHEIRO et al., 2003; ROCAS et al. 2003). Os E. faecalis estdo presentes
em canais radiculares ndo tratados endodbdnticamente e quando presentes eles
usualmente compdem uma pequena por¢cdo da microbiota do canal radicular.
Demonstram alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento e este € um
dos poucos microrganismos que tem mostrado in vitro resistir ao efeito antibacteriano
do hidroxido de calcio (WEIGER et al., 1995, EVANS et al., 2002).

Evans et al. (2002), verificaram que a resisténcia desse microrganismo ao
hidroxido de célcio esta relacionada a uma bomba de proton.

Diante da resisténcia do E. faecalis ao hidréxido de célcio, tem sido proposta
a associacao de substancias, para potencializar a agdo antimicrobiana frente a esse
microrganismo.

A clorexidina tem sido amplamente sugerida como material para anti-sepsia
de canais radiculares entre sessdes, por possuir acdo antimicrobiana imediata, amplo
espectro de acdo sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, anaerobias,
facultativas e aerébias, leveduras e fungos, relativa auséncia de toxicidade, capacidade
de adsorcdo pela dentina e lenta liberagcdo de substancia ativa, prolongando sua
atividade antimicrobiana residual (substantividade). A eficacia da pasta de Ca(OH),
contra linhagens de E. faecalis e outros microrganismos tem sido amplamente
discutida na literatura (SCHAFER et al.,2004; ERCAN et al., 2006; EVANS et al., 2003;
GOMES et al., 2002; CWIKLA et al., 2004; NAGESHWAR et al., 2004; TANOMARU et
al., 2007).
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Nageshwar et al.(2004) avaliando a eficacia da pasta em clorexidina e salina
em 30 dentes incisivos centrais contaminados com E. faecalis, demonstraram que a
pasta com clorexidina foi estatisticamente mais efetiva na eliminacdo do microrganismo
a partir do tabulo dentinario, quando comparada com a pasta em salina estéril. Estudo
semelhante realizado por Evans et al.(2003) usando dentes bovinos, demonstrou a
mesma eficiéncia da pasta em clorexidina quando comparada com a pasta em agua
estéril. Estes dois estudos contrariam os achados de Schafer et al.(2004) onde
demonstraram que a pasta de Ca(OH), com clorexidina n&o aumentou a eficiéncia de
inibicdo do E. faecalis.

Em nosso estudo, a pasta de hidroxido de célcio com agua estéril
demonstrou melhor desempenho antimicrobiano sobre o E. faecalis em blocos de
dentina contaminados. A pasta de hidroxido de calcio com clorexidina e com
propilenoglicol apresentaram desempenho semelhante, mas muito menor em relagao
ao veiculo agua estéril. A pasta com veiculo extrato propilenoglicélico de guacatonga
revelou o menor desempenho sobre E. faecalis quando comparada as outras pastas
utilizadas no experimento, sugerindo que o extrato de guacatonga obtido em
propilenoglicol ndo poderia servir como veiculo para preparo da pasta de hidroxido de
calcio. Avaliando-se o fraco desempenho antimicrobiano da pasta com clorexidina a
1% em propilenoglicol, nos permite colocar que as pastas cujo veiculos estavam o
propilenoglicol, ndo apresentaram eficiéncia antimicrobiana, provavelmente pela perda
de capacida difusiva dos ions hidroxila do hidroxido de célcio neste veiculos.

Ercan et al.(2006) utilizando um modelo de experimento in vitro com dentes,
revelaram que a clorexidina gel a 2% mostrou melhor eficiéncia para inibir E. faecalis e
Candida albicans quando comparada com a pasta de Ca(OH), pura ou acrescida de
2% de clorexidina. Os estudos de Gomes et al., 2002, onde pastas de Ca(OH), foram
avaliadas in vitro com diferentes veiculos frente a varios microrganismos, revelaram
gue as pastas com paramonoclorofenol acrescido de glicerina e paramonoclorofenol
puro demonstraram melhor eficiéncia na inibicdo das estirpes sendo que a linhagem
que apresentou melhor zona de inibicdo foi a P. endodontalis e a menor zona de
inibicéo foi E. faecalis.

A atividade antimicrobiana do hidroxido de célcio se da pela liberacdo de
ions hidroxila e consequiente aumento de pH, podendo atingir 11 a 12,5 (ESTRELA et
al., 1998). Os efeitos letais desses ions hidroxila sobre as células bacterianas, devem-

se principalmente, aos danos ocasionados na membrana citoplasmatica, a
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desnaturacdo de proteinas e danos diretos ao DNA (SIQUEIRA et al., 1999). Para ser
efetivo contra bactérias localizadas dentro do tubulo dentinario, os ions hidroxila do
hidroxido de calcio devem difundir-se na dentina em concentracdes suficientes para
sobrepujar seu efeito tampédo e consequentemente, aumentar drasticamente o pH
local.

As pastas de hidroxido de célcio em diferentes veiculos e concentragfes tem
sido o material de escolha como medicacao intracanal por seu alto poder alcalinizante
criando um ambiente desfavoravel ao crescimento bacteriano. Apesar de sua ampla
utilizacéo, o hidréxido de célcio ndo tem demonstrado eficacia sobre algumas cepas de
microrganismos “in vivo”.

Novas alternativas tém sido buscadas para o emprego na terapia endodéntica
como a utilizacdo de produtos naturais como o prépolis. Novos veiculos para pastas de
Ca(OH),, como por exemplo, fitoterapicos, devem ser testados com o objetivo de
avaliar uma provavel potencializacdo da pasta para eliminar E. faecalis de canais

radiculares.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cbes experimentais utilizadas
neste estudo, dentre as testadas em dentina bovina contaminada com E. faecalis:
podemos concluir que:

1. A pasta de hidroxido de célcio com veiculo agua destilada estéril apresentou
melhor desempenho antimicrobiano sobre células de E. faecalis em blocos de
dentina contaminados.

2. A pasta de hidroxido de calcio com veiculo de extrato propilenoglicélico de
guacgatonga apresentou desempenho antimicrobiano inferior ao esperado

sobre células de E. faecalis em blocos de dentina contaminados.
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ABSTRACT

Enterococcus faecalis are grampositivos coccus, ellipsoid, in short chains,
facultative anaerobes, inhabitants of the intestinal and genital tracts and of the
human and animal oral cavity. They can cause a very large range of diseases on
man such as cystitis, endocarditis and wound infections. The E.Faecalis has a high
prevalence in persistent endodontic infections being commonly associated with
asymptomatic cases. Its ability to cause periradicular disease depends on its ability
to survive and persist as a pathogen in the root canal and dental tubules. It is a
concern of the surgeon dentist a thorough sanitation of the root canal system by the
application of antiseptic medication between sessions. Among these medications, the
calcium hydroxide pastes have been widely used. Facing this issue, this study has
aimed to compare the efficiency of in vitro antimicrobial activity of different calcium
hydroxide pastes against E. Faecalis. The tests were run on 49 dentin blocks
infected with E.Faecalis and treated with calcium hydroxide pastes in different
vehicles for a week. The efficiency of the pastes was evaluated by the confocal
microscope laser scanning. The test of Kruskal-Wallis was used to produce the
comparison of the pastes and the test of Dunn was used to produce individual
comparisons with significance level set at 5% (p<0,05). The paste that showed better
antimicrobial performance was that whose vehicle was sterile distilled water. The
calcium hydroxide paste associated to the propylene glycol extract of guacatonga
has not shown any antimicrobial performance on the cells of E.Faecalis

Key words: Calcium hydroxide. Chlorhexidine. Guacatonga. Enterococcus faecalis.
Confocal laser microscopy
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