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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de pastas
de hidrdxido de célcio associado a Bambusa textilis. Foi utilizada a técnica de difusdo radial.
As bactérias testadas foram de linhagens de campo e 1 ATCC, sendo uma estirpe de
Enterococcus faecalis ATCC 29212. As estirpes foram ativadas sobre a superficie de placas
de Brucella agar suplementado com 5% de sangue de carneiro incubadas a 36°C por 24 horas.
A partir dessas placas, 5 colbnias foram transferidas para um tubo contendo 5 mL de caldo
BHI que foi incubado a 36°C “overnight”. Placas de Petri foram escavadas em pogos com 5
mm de didmetro por 3 mm de profundidade. Uma vez ajustada a densidade do in6culo, a
semeadura foi feita. As placas foram colocadas em estufa por 30 minutos para secagem da
superficie do meio de cultura antes da colocagdo das pastas, sendo: G1: hidroxido de célcio +
20% de Bambusa textilis; G2: hidréxido de calico + 10% de Bambusa textilis; G3: hidréxido
de célcio; G4: Bambusa textilis; G5: clorexidina 2%. Os pogos foram preenchidos com as
pastas por meio de seringas tipo Luer-Look e as placas foram deixadas 2 horas em
temperatura ambiente para pré-incubagéo. Apos, foram incubadas em estufa bacterioldgica a
36°C, sob condigOes atmosféricas adequadas por 24 horas. Os halos de inibicdo foram
mensurados com auxilio de um paquimetro digital. Os resultados demonstraram que
nenhuma substancia apresentou atividade antimicrobiana, com exceg¢do do grupo controle
(clorexidina 2%). Com base na metodologia empregada, pode-se concluir que nenhuma
substancia apresentou atividade antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis.

Palavras-chaves: Hidroxido de célcio. Bambusa textilis. Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial activity in vitro of
calcium hydroxide paste associated with Bambusa textilis. . It was used the technique of radial
diffusion. The bacteria tested were of field strains and 1 ATCC, being a strain of
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Strains have been activated on the surface of plates of
Brucella agar supplemented with 5 sheep blood incubated at 360C by 12:0 am. From these
plates, 5 colonies were transferred to a tube containing 5 mL of BHI broth which was
incubated at 360C "overnight". Petri dishes were excavated in wells with 5 mm diameter by 3
mm deep. Once adjusted the inoculum density, sowing was made. The plates were placed in
an oven for 30 minutes to dry the surface of the culture medium prior to placement of the
folders, being: G1: calcium hydroxide 20 of Bambusa textilis; G2: calcium hydroxide 10% of
Bambusa textilis; G3: calcium hydroxide; G4: Bambusa textilis; G5: chlorhexidine 2. The
wells were filled with the folders through syringes Luer-type Look and the plates were left 2:0
at room temperature for preincubation. After, were incubated in an oven under the
bacteriological 360C weather conditions suitable for 12:0 am. The halos of inhibition were
measured with the aid of a digital caliper. The results showed that no substance presented
antimicrobial activity, with the exception of the control group (chlorhexidine 2). Based on the
methodology used, it can be concluded that no substance presented antimicrobial activity
against Enterococcus faecalis.

Keywords: Calcium hydroxide. Bambusa textilis. Antimicrobial activity.
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1 INTRODUGAO/REVISAO DE LITERATURA

A endodontia vem sofrendo um processo de evolugdo muito grande nos ultimos anos.
Assim, procedimentos que eram realizados de forma empirica, hoje estdo alicercados em
bases cientificas, procurando apoiar-se nas respostas biol6gicas e no conhecimento de como
0s materiais utilizados nos tratamentos interagem com os tecidos apicais e periapicais.
(LEONARDO, 2005).

O hidréxido de célcio Ca(OH), caracteriza-se como um po branco, alcalino (pH 12,8),
pouco solivel em &gua (solubilidade de 1,2 g L™ de &gua, & 25°C). E obtido pela calcinacdo
do carbonato de calcio, até sua transformagdo em 6xido de célcio que, apds hidratacéo resulta
em hidroxido de célcio. (ESTRELA et al., 1995). Baseado no peso molecular da substancia, a
porcentagem de ions hidroxila e ions célcio encontrados no Ca(OH), corresponde a 45,89% e
54,11%, respectivamente. (ESTRELA, PESCE, 1996).

Em Endodontia o hidroxido de célcio tem sido utilizado em pulpotomias, tratamento
de perfuracdes radiculares, como componente de cimentos obturadores e como medicagéo
intracanal, sendo que quando utilizado nesta Ultima situacéo, é associado a um veiculo com a
finalidade de se obter a consisténcia de pasta. Assim, diferentes veiculos tém sido propostos
para associacdo ao Ca(OH), (ESTRELA et al., 2001).

O emprego do Ca(OH), em casos de necrose pulpar tem o proposito de promover a¢éo
anti-séptica sobre micro-organismos, além da acdo bioldgica, atributos que sdo conseguidos
pelo elevado pH através da liberacdo de ions hidroxila e liberacdo de ions célcio,
respectivamente.

A atividade antimicrobiana do Ca(OH), esta relacionada a liberacéo de ions hidroxila.
Estes ions hidroxila sdo radicais livres altamente oxidantes que reagem com inGimeras
biomoléculas.

Siqueira e Lopes (1999) revelaram que os mecanismos de atividade antimicrobiana do
Ca(OH), séo caracterizados pelos danos diretos a membrana citoplasmética bacteriana,
desnaturacéo protéica e danos ao DNA bacteriano.

Recentes estudos revelaram a classificagdo e indicacdes clinicas de vérias formulacdes
de pastas de Ca(OH),. (ESTRELA et al., 1999; FAVA et al., 1999).

Gomes et al. (2002), revelaram que a atividade antimicrobiana in vitro de diferentes
pastas de Ca(OH), foi influenciada pelo tipo de veiculo utilizado, sendo que a melhor

atividade antimicrobiana foi obtida com veiculos oleosos.
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Evans et al. (2003), avaliando a atividade antimicrobiana de duas pastas de Ca(OH),
em dentina bovina contaminada com Enterococcus faecalis, revelaram a melhor eficiéncia da
pasta com veiculo clorexidina a 2%.

Sirénet et al. (2004), avaliaram o efeito antibacteriano do Ca(OH), combinado com
clorexidina e com iodo-iodeto de potassio sobre uma linhagem padrdo de E. faecalis. Os
resultados deste estudo revelaram a efetividade na desinfecgdo de dentina bovina contaminada
quando o Ca(OH); foi adicionado de clorexidina ou iodo-iodeto de potassio.

Pacioset et al. (2004), avaliando a influéncia de seis diferentes veiculos (dgua
destilada, clorexidina, propilenoglicol, solugdo anestésica, paramonoclorofenol canforado e
paramonoclorofenol canforado + propilenoglicol) sobre o pH de pastas de Ca(OH); in vivo e
in vitro, revelaram que em ambas condi¢cbes o pH manteve-se constante durante todas as
varaveis de tempo analisadas, sendo que a pasta cujo veiculo foi 4gua destilada mostrou-se
com pH superior em condicéo clinica.

Schéfer e Bossmann (2004) compararam a atividade antimicrobiana da clorexidina
pura com duas diferentes pastas de Ca(OH),: uma comercial e outra cujo veiculo foi
clorexidina em proporgéo igual peso:peso, sobre dentina humana contaminada com E. faecalis
ATCC 6057. Neste estudo os pesquisadores revelaram que clorexidina pura mostrou-se mais
eficiente quando comparada a pasta de Ca(OH), com veiculo clorexidina na desinfecgdo da
dentina contaminada. Pesquisa semelhante realizada por Ercanet al., 2006, revelou que a
clorexidina gel a 2% foi mais efetiva na eliminacéo de E. faecalis e Candida albicans quando
comparado com as pastas de com veiculo &gua estéril e clorexidina 2%.

A desinfeccdo de tubulos dentinarios humanos infectados com E. faecalis ATCC
29212 por trés diferentes pastas de Ca(OH), (veiculo agua, veiculo iodo-iodeto de potéssio e
pasta Metapex, esta Ultima contendo iodoférmio e dleo de silicone) foi avaliada por Cwikla et
al. (2005). Este estudo demonstrou que a pasta Metapex revelou melhor atividade
antibacteriana quando comparado as outras pastas.

A avaliagdo in vitro da susceptibilidade de patdgenos endoddnticos a pastas de
Ca(OH), combinadas com diferentes veiculos foi demonstrada por Vianna et al. (2005). Neste
estudo as pastas foram preparadas com veiculo agua estéril, glicerina, paramonoclorofenol
canforado, paramonoclorofenol canforado + glicerina, polietilenoglicol e paramonoclorofenol
canforado + polietilenoglicol. Bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas foram mais
resistentes ao Ca(OH); e o tempo necessério para a eliminacdo dos micro-organismos variou
de 4 a 24 horas. Bactérias anaerdbias foram eliminadas dentro de 5 minutos ou menos. E.

faecalis e C.albicans foram os micro-organismos mais resistentes frente as pastas utilizadas.
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Avaliando a influéncia do iodoférmio no potencial antimicrobiano de pastas de
Ca(OH),, Estrela et al. (2006), revelaram que as pastas com solucéo salina e com iodoférmio
e salina mostraram significativa atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, E.
faecalis, Pseudomonasaeruginosa, Bacillussubtilis e C.albicans pelos métodos do contato
direto e difuso da substancia sobre placas de agar.

Com o objetivo de avaliar a atividade antibacteriana residual de vérias pastas de
Ca(OH), apds permanecerem 21 dias em canais radiculares de cdes com lesbes periapicais,
Soares et al. (2007), utilizaram o método da difusdo sobre placas de agar Mueller-Hinton
contaminadas com Micrococcus luteus ATCC 9341a partir das pastas de Ca(OH), com
veiculo solugdo anestésica e clorexidina a 2% e as pastas Calen® e Calen® +
paramonoclorofenol canforado. A pasta de melhor atividade antibacteriana residual foi aquela
cujo veiculo foi digluconato de clorexidina a 2%.

Rezende et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de duas pastas de
hidroxido de célcio associadas a extrato etandlico e ndo etandlico de prdpolis. Submeteram
culturas polimicrobianas de molares deciduos necrosados ao teste de difusdo sobre placas de
agar cérebro e coracdo em atmosfera anaer6bica. Ambas pastas apresentaram zonas de
inibicdo maiores quando comparadas ao grupo controle com pasta de veiculo propilenoglicol.

A atividade antimicrobiana de diferentes pastas de hidroxido de célcio frente a C.
albicans, Streptococcus mutans, E. faecalis, St. sobrinus, St. sanguis, Prevotella intermedia e
Porphyromonas gingivalis foi avaliada pelo método da difusdo por Souza-Filho et al., 2008.
Os autores utilizaram no estudo as pastas de Ca(OH).+ clorexidina gel 2%, Ca(OH), +
clorexidina gel 2% + iodoférmio, Ca(OH), + clorexidina gel 2% + 6xido de zinco e Ca(OH),
+ 4gua. Os resultados revelaram que todas as pastas demonstraram alguma atividade
antimicrobiana sobre os micro-organismos testados. C. albicans, E. faecalis e St. sanguis
foram os micro-organismos mais resistentes. St. mutans revelou grandes zonas de inibi¢&do no
experimento.

Silveira et al. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana da pasta de Ca(OH);
combinada com clorexidina e outras substancias contra E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa e
St. mutans. Os autores utilizaram pastas de Ca(OH), + clorexidina gel 2%, Ca(OH), +
paramonoclorofenol canforado + propilenoglicol, Ca(OH), + propilenoglicol e Ca(OH), +
solucdo salina. Utilizaram o teste de diluicdo em caldo de cultura e quantificaram o tempo
necessario para as pastas inibirem o crescimento bacteriano. Os resultados revelaram que as
pastas de Ca(OH), + paramonoclorofenol canforado + propilenoglicol e Ca(OH), +

propilenoglicol eliminaram todas as células bacterinas em 15 segundos. A pasta de Ca(OH), +
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clorexidina gel 2% necessitou de 45 segundos para eliminar S. aureus e E. faecalis. A pasta de
Ca(OH), + solucéo salina necessitou de 45 segundos para eliminar E. faecalis. Assim, pode-se
concluir que E. faecalis foi a bactéria mais resistente, seguido pelo S. aureus.

A susceptibilidade do E. faecalis frente a pasta de Ca(OH), e aos antibiéticos
amoxicilina + clavulanato de potassio, ciprofloxacina, clindamicina e doxiciclina foi avaliada
in vitro em dentes humanos por Saber et al. (2012). Dentes pré-molares mandibulares
humanos foram instrumentados, autoclavados e contaminados com um isolado clinico de E.
faecalis para que houvesse a formacdo de biofilme, revelado por microscopia eletronica de
varredura nos intervalos de trés, dez, vinte e trinta dias. Os medicamentos foram preparados
pela concentragdo inibitdria minima para E. faecalis na forma de pastas e introduzidos nos
canais infectados. Apds uma semana, cones absorventes foram utilizados para coleta dos
espécimes e contagem através de cultura bacterioldgica. Os resultados revelaram que nenhum
dos antibidticos e nem a pasta de Ca(OH), foram eficazes na eliminacéo do biofilme. Porém,
todos os antibidticos foram mais eficazes na reducdo do nimero de Unidades Formadoras de
Colonias mL™ quando comparados a pasta de Ca(OH),. O efeito antimicrobiano da
amoxicilina + clavulanato de potéassio, ciprofloxacina e clindamicina foi, estatisticamente
melhor, em relacdo ao efeito da doxiciclina.

Outros estudos comparando a atividade do Ca(OH), com antibidticos sdo encontrados
na literatura, como o estudo de Pavaskar et al. (2012) onde os pesquisadores compararam a
efetividade da linezolida em relagdo ao Ca(OH),. Num estudo in vitro utilizando dentes
humanos pré-molares, instrumentados e contaminados com células planctonicas de E. faecalis
ATCC 29212, os pesquisadores revelaram que ap0s o tratamento dos espécimes por trés, oito
e quatorze dias com Ca(OH),, Vitapex, linezolida e Ca(OH); + linezolida, somente linezolida
mostrou-se eficaz na eliminacdo do E. faecalis, seguida pela associagcdo de Ca(OH), +
linezolida.

A atividade antimicrobiana do Ca(OH), se d& pela liberacdo 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 desnaturacdo de proteinas e danos diretos ao
DNA. (SIQUEIRA et al., 1999). Esta atividade também é resultante da presenca de calcio que
remove gas carbonico, fonte respiratdria de bactérias anaerdbias. (KONTAKIOTIS et al.,
1995). Outro importante fator estd no fato do Ca(OH), inibir o lipopolissacarideo,
componente agressor presente na membrana externa da parede de bactérias Gram negativas.
(SAFAVI, NICHOLS, [1995?7]; TANOMARU-FILHO et al., 2003).
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Para ser efetivo contra bactérias localizadas dentro do tlbulo dentinario, os ions
hidroxila do Ca(OH), devem difundir-se na dentina em concentragdes suficientes para
sobrepujar seu efeito tampdo e consequentemente, aumentar drasticamente o pH local.

As pastas de Ca(OH), em diferentes veiculos e concentracfes tem sido o material de
escolha como medicagéo intracanal por seu alto poder alcalinizante criando um ambiente
desfavoravel ao crescimento bacteriano. Apesar de sua ampla utilizacéo, esta substancia ndo
tem demonstrado eficacia sobre algumas cepas de micro-organismos “in vivo”. Um desses
micro-organismos é o E. faecalis.

O E. faecalis é um coco Gram positivo presente principalmente em casos de insucesso
endoddntico que tem mostrado elevada resisténcia ao Ca(OH),. (SANDQVIST et al., 1998;
ROCAS et al., 2004).

Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados. Produzem citolisinas com
atividade sobre hemécias humanas, ovinas e de cavalo. A substancia de agregacdo é uma
proteina codificada por plasmideos responsavel pela aglutinacdo 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 inflamatdrio durante o processo infeccioso.
(KAYAOGLU; ORSTAVIK, 2004).

O é&cido lipoteicoico é, além de adesina, um importante fator de viruléncia por induzir
fator de necrose tumoral (TNF), modulando de forma agressiva a resposta imune. Produzem
varias enzimas extracelulares como gelatinase e hialuronidase. (KAYAOGLU; ORSTAVIK,
2004).

A recuperagdo frequente do E. faecalis de canais radiculares com insucesso do
tratamento endodontico tem sido amplamente relatada. (SUNDQVIST et al, 1998;
PINHEIRO et al., 2003; ROCAS et al., 2003).

Demonstram alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento e este é um
dos poucos microrganismos que tem mostrado in vitro resistir ao efeito antibacteriano do
Ca(OH),. (WEIGER et al., 1995; EVANS et al., 2002).

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

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

Ha uma busca incessante pela busca de agentes fitoterdpicos na medicina e

odontologia. Dentro da endodontia, busca-se uma substancia que potencialize os efeitos
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bioldgicos e antimicrobianos do hidréxido de calcio como curativo de demora. Outras plantas
ja foram testadas, como a Artium lappa (GENTIL et al., 2006), Pothomorphe umbellata
(GARCIA et al., 2011; MARQUES et al., 2011) e a Casearia sylvestris Sw. (WECKWERTH et
al., 2008; DUARTE et al., 2009).

Algumas espécies de bambus, conforme recente pesquisa cientifica realizada na China,
apresentam propriedades farmacoldgicas encontradas nas folhas. Além de acdo antioxidante,
h& relatos de efeitos anticarcinogénicos. A referida atividade antioxidante foi atribuida
principalmente aos flavondides e 4&cidos fenolicos, os quais protegem as células da
peroxidacdo, sendo que esta atividade ocorre principalmente em células mais velhas e/ou
células injuriadas. Outra propriedade medicinal dos flavondides refere-se ao fato de reduzir a
inflamacdo, promover a circulacdo e inibir reacBes alérgicas. (CUSACK, 1999;
DHARMANANDA, 2004). Tem sido relatado, que diferentemente dos outros vegetais, o
bambu apresenta elevados niveis de acetilcolina, que consiste em um neurotransmissor de
animais e humanos, porém sua acdo em vegetais ainda é desconhecida. (DHARMANANDA,
2004). Ha pesquisas investigando a atividade anti-tumoral de fracBes de polissacarideos
preparados a partir das folhas do bambu. (HIDALGO-LOPEZ, 2003).

No Brasil, algumas espécies de bambus sdo de ocorréncia muito comum, como é o
caso da Bambusa vulgaris, cujos brotos sdo considerados estomaquicos, depurativos e
antidesintéricos (CORREA, 1984), e da Bambusa bambos, a qual é utilizada no tratamento de
algumas doengas sob forma de extratos fitoterapicos. (MASUD RANA; KHANAM; ASAD-
UD-DAULA, 2004).

Recentemente, estudos envolvendo a atividade de alguns componentes bioldgicos
presentes nas folhas de bambu e seus potenciais beneficios foram avaliados, verificando assim
que os extratos de folhas, ricos em polissacarideos, possuem a capacidade de inibir tumor em
murinos, além de estimular a atividade fagocitica dos macréfagos peritoneais. (LU et al.,
2005).

Estudos que vém sendo relatados e que podem futuramente significar avango no meio
cientifico sdo com relacdo ao poder anti-tumoral desta planta medicinal. Através de estudos
“in vivo”, utilizando camundongos albinos inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich, foi
comprovada a inibicdo do crescimento tumoral na faixa de 81,9%. Neste referido estudo
foram empregadas doses diarias de 20 mg.kg™ i.p., obtidas a partir do extrato das raizes do
vegetal Bambusa bambos. (MASUD RANA; KHANAM; ASAD-UD-DAULA, 2004).

A espécie vegetal Bambusa textilis é nativo da China e caracteriza-se por ser um

bambu de médio porte, com colmos que crescem acima de 15 metros de altura, e seu diametro
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pode chegar até os 5 metros, sdo eretos e desprovidos de ramificagcbes, com diametro que
varia de 3 a 5 cm, e folhas lanceoladas. As folhas podem ser observadas como pequenas e
delicadas, porém sdo capazes de resistir @ acdo do tempo. Existe ainda pouca informacédo
sobre florescéncia e frutificacdo de tal espécie. No pais o vegetal é empregado como planta
ornamental e utensilios de cozinha, (DRANSFIELD; WIDJAJA; RENUKA, 1995) e também
na elaboracdo de medicamentos, pois se trata de uma fonte importante de resinas, sendo,
portanto utilizadas por seu poder antiinflamatdrio, anticatarral, anticonvulsivante e
antitérmico. As fibras da planta so consideradas fortes e flexiveis, sendo esta planta utilizada
para fins de tecelagem. O vegetal descrito possui ainda 8 variedades, Albostriata, Ando,
Glabra, Gracilis, Kanapaha, Maculata, Mutabilis e Scranton. (AZZINI, CIARAMELLO,
1971; LIESE, 1992; DHARMANANDA, 2004; MEREDITH, 2009).

Sabe-se, também, que as respostas bioldgicas e antimicrobianas de um material estdo
na dependéncia de algumas de suas propriedades fisico-quimicas. Uma vez que o material
apresente um pH compativel com o organismo, liberagdo de ions célcio e hidroxila,
solubilidade e tempo de presa satisfatorios, e um bom selamento marginal, esse material
apresentara boas propriedades bioldgicas. Diante disso, torna-se necessario a realizacdo de
testes fisico-quimicos para esclarecer e corroborar com os resultados biolégicos.

O pH e a liberagdo de ions célcio sdo propriedades importantes, uma vez que estdo
diretamente relacionadas com o0s processos de mineralizacdo e atividade antimicrobiana
(SEUX et al., 1991; ESTRELA et al., 1994; PARIROKH et al., 2010), além da atividade
antimicrobiana. (KONTAKIOTIS et al., 1995).

Né&o h4 relatos na literatura sobre a utilizagdo da Bambusa textilis como curativo de
demora em endodontia, assim como da associacdo com o hidroxido de célcio. Diante do
exposto sobre as propriedades da Bambusa textilis, e das 6timas propriedades bioldgicas e
antimicrobianas do hidroxido de célcio, ja relatadas na literatura, fica a ddvida sobre a
associagdo dos materiais, na tentativa de potencializar as propriedades antimicrobianas do
hidréxido de célcio frente ao Enterococcus faecalis.

O proposito da presente pesquisa foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de
pastas de hidroxido de célcio associado a Bambusa textilis em diferentes proporcdes, para
possibilitar alternativas ao clinico que exerce a Endodontia em potencializar a acéo bioldgica

e antimicrobiana do hidréxido de célcio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Auvaliar in vitro a atividade antimicrobiana, pelos métodos de difusdo radial de pastas
de hidroxido de célcio associado a Bambusa textilis em diferentes proporcdes, para
possibilitar alternativas ao clinico que exerce a Endodontia em potencializar a acéo bioldgica

e antimicrobiana do hidréxido de célcio.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana, pelos métodos de difuséo radial e contato
direto de pastas de hidréxido de célcio associado a Bambusa textilis em diferentes proporcgdes,
- Hidréxido de célcio + 20% de Bambusa textilis (experimental); - Hidroxido de calico +
10% de Bambusa textilis (experimental); - Hidroxido de calico (controle); - Bambusa textilis

(controle); - Clorexidina 2%;
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAL
Os materiais testados foram pastas de hidroxido de célcio associado a Bambusa
textilis, os quais foram associados em massa, conforme a tabela 1. Todos os grupos foram

manipulados com o propilenoglicol como veiculo.

Figura 1 - Grupos experimentais

Grupos Cimentos

Grupo 1 Hidrdxido de calcio + 20% de Bambusa textilis
Grupo 2 Hidrdxido de calcio + 10% de Bambusa textilis
Grupo 3 Hidroxido de calcio

Grupo 4 Bambusa textilis

Grupo 5 Clorexidina 2%

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO VEGETAL

O material coletado fresco do campus da UNESP de Bauru, gentilmente cedidas pelo
professor Prof. Dr. Marco Antonio Pereira, foi submetido aos processos de secagem e
subsequente moagem. A secagem foi realizada em estufa de bandejas com circulagdo de ar e
temperatura controladas (inferior & 60°C) para permitir maior evaporagdo de umidade residual
responsavel pela contaminacdo do material. A moagem foi realizada por meio do uso de
moinho de facas (WHILEY) com malha de 1,5 mm.

3.3 METODO EXTRATIVO

Foram extraidos através do método de Soxhelt, 250 g do p6 moido, utilizando metanol
como solvente extrator (temperatura de 60 a 80° C) durante 4 horas. Apds este procedimento a
solucdo resultante foi filtrada a vacuo com o auxilio do funil de Buchner para a obtencdo de

um liquido mais clarificado. A solugdo filtrada foi utilizada no processo de fracionamento
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liquido-liquido com outros solventes. (MASUD RANA; KHANAM; ASAD-UD-DAULA,
2004).

3.4 FRACIONAMENTOS LIQUIDO-LIQUIDO

Com o auxilio de um funil de separacédo a solugdo obtida anteriormente foi fracionada
em duas partes com o auxilio dos seguintes solventes: acetato de etila e cloroformio. Volumes
iguais de solugdes foram adicionados ao funil de separagéo, realizando-se o processo de
particdo. Este método foi repetido por duas vezes com a mesma quantidade de solvente tendo
por finalidade permitir maior extracdo dos constituintes ativos. (MASUD RANA; KHANAM;
ASAD-UD-DAULA, 2004).

3.5 CONCENTRACAO/SECAGEM

As solucbes obtidas na etapa anterior foram concentradas com o auxilio de um
rotaevaporador a vacuo, sendo posteriormente submetidas ao processo de secagem com
circulacdo de ar forgada (& temperatura inferior & 60° C) para obter um residuo solido.
(MASUD RANA; KHANAM; ASAD-UD-DAULA, 2004).

3.6 DIFUSAO RADIAL

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram avaliadas estirpes de
Enterococcus faecalis, sendo 1 de campo e 1 ATCC pertencentes a bacterioteca do laboratorio
de Microbiologia da Universidade do Sagrado Coragdo — USC, previamente recuperadas por
cultura bacteriol6gica de amostras da cavidade oral de pacientes atendidos no servico de
Endodontia da Clinica de Odontologia da USC — Bauru — SP. Todas as estirpes encontram-se
congeladas a — 20°C e foram isoladas em meio M-Enterococcus 4gar (Difco®) e identificadas
conforme fluxograma de identifica¢do segundo Koneman et al. (2001).

As estirpes foram ativadas em placas de M-Enterococcus agar (Difco®) que foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 36°C por 18-24 horas. A partir das placas, colonias
foram repicadas para o caldo BHI (Oxoid®) até turvacéo total do meio.

Para se avaliar a sensibilidade bacteriana aos cimentos estudados, foi utilizada a

técnica de difusdo radial da substancia sobre a superficie de placas de Mueller-Hinton agar.
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As bactérias testadas foram de linhagens de campo e 1 ATCC (American Type Culture
Collection), sendo uma estirpe de Enterococcus faecalis ATCC 29212. As estirpes foram
retiradas da bacterioteca e ativadas sobre a superficie de placas de Brucella agar suplementado
com 5% de sangue de carneiro incubadas a 36°C por 24 horas. A partir dessas placas, 5
colbnias foram transferidas para um tubo contendo 5 mL de caldo BHI que foi incubado a
36°C “overnight”. A partir do crescimento, foi preparado em salina estéril o ajuste para a
densidade 6tica do padréo de turbidez da escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10°® Unidades
Formadoras de Col6nias /mL). Placas de Petri de 100 x 10 mm previamente preparadas com
Mueller-Hinton agar (Merck®) na espessura de 6 mm foram escavadas em pogos com 5 mm
de didmetro por 3 mm de profundidade. Uma vez ajustada a densidade do indculo, a
semeadura foi feita através de zaragatoa de algoddo estéril na superficie das placas, tomando-
se o cuidado de ndo semear o interior das escavacoes. As placas foram colocadas em estufa
por 30 minutos para secagem da superficie do meio de cultura antes da colocacdo das pastas.
As seguintes pastas foram utilizadas no teste G1: hidroxido de calcio + 20% de Bambusa
textilis; G2: hidréxido de calico + 10% de Bambusa textilis; G3: hidréxido de célcio; G4:
Bambusa textilis; G5: clorexidina 2%.

Os pocos foram preenchidos com as pastas através de seringas tipo Luer-Look e as
placas foram deixadas 2 horas em temperatura ambiente para pré-incubacéo. Apos, foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 36°C, sob condigdes atmosféricas adequadas por 24
horas. Os halos de inibi¢cdo foram mensurados com auxilio de um paquimetro digital, sob

intensa luminosidade.
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4 RESULTADOS

Dentre os grupos experimentais, nenhum apresentou atividade antimicrobiana frente
ao Enterococcus faecalis. Somente o grupo controle (clorexidina 2%) apresentou atividade

antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis (quadro 2).

Figura 2 - Resultados da atividade antimicrobiana dos grupos
experimentais e controle frente ao Enterococcus
faecalis.

Comprimento do halo em 24 horas em meio de cultura (mm)
Recipiente | Recipiente | Recipiente

1 2 3

Clorexidina 2% 26 27 26
Hidroxido de célcio com

propilenoglicol 0 0 0
Hidroxido de calcio com
propilenoglicol + 10% de

bambusa 0 0 0
Hidroxido de célcio com
propilenoglicol + 20% de

bambusa 0 0 0

Bambusa pura 0 0 0

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

Quanto a analise antimicrobiana no presente trabalho, utilizou-se 0 método de difusao
radial, que é um método amplamente utilizado, embora tenha a limitacdo de oferecer apenas
se a substancia testada inibe ou ndo o crescimento microbiano, sem determinar atividade
bactericida ou bacteriostatica. No entanto é uma metodologia que favorece informacgdes para
verificar se deve realizar estudos de concentracdo inibitdria ou bactericida minimas para se
verificar este feito. Outra limitacdo desta metodologia é o fato das substincias testadas
apresentarem diferentes graus de solubilizagéo, influenciando na atividade antimicrobiana. No
entanto, uma forma de diminuir este problema é realizar a pré-incubagdo das placas, ou seja,
deixar 1 (uma) hora em temperatura ambiente com o &gar para baixo para solubilizacdo do
material.

No presente trabalho, por utilizar microrganismos aerobios e anaerobios facultativos,
optou-se por essa metodologia. Outro fator que se optou por essa metodologia é sua facilidade
de realizacdo e ser uma metodologia amplamente citada na literatura. (CANALDA et al.,
1989; PUMAROLA et al., 1991; PUMAROLA et al., 1992).

Quanto a escolha do material hidroxido de célcio foram motivadas pelas diversas
pesquisas que ja comprovam sua atividade antimicrobiana, inclusive do Enterococcus
faecalis. Devido a isso, 0 objetivo era correlaciona-lo com a bambusa textilis para avaliarmos
seu efeito.

Um de muitos estudos que foram realizados sobre a atividade antimicrobiana do
hidroxido de célcio procurou identificar nos canais de dentes com polpa necrotica e lesdo
periapical, a sua microflora com emprego ou ndo de medicagéo intracanal com pasta de
hidréxido de célcio. Seus resultados mostrou que os dentes que receberam a medicagdo com
hidroxido de célcio houve uma reducgdo de 77,8 por cento da populagdo microbiana apés 1
semana e apds 2 semanas apenas uma bactéria foi identificada, o Enterococcus faecalis.

Outro estudo observou que o hidroxido de célcio teve atividade contra o Enterococcus
faecalis, o que faz crer que fatores locais, como a smear layer, por exemplo e fatores que
impedem o contato entre as substancias podem interferir no resultado. Diante desde estudo,
constatou que a clorexidina foi a mais efetiva contra o Enterococcus faecalis, mostrando logo
a seguir o hidroxido de célcio como mais efetivo, o extrato de prdpolis e por ultimo o
hipoclorito de sddio a 5%. (FILHO et al., 2008)

Alguns outros estudos que também testaram a efetividade do hidréxido de célcio

contra o Enterococcus faecalis foram utilizadas diversas associagdes como: hidroxido de
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célcio com propilenoglicol, hidroxido de célcio associado com paramonoclorofenol canforado
e propilenoglicol, a pasta Calen , a pasta Calen associada ao PMCC e por ultimo o hidréxido
associado com anestésico e os resultados relatam que apenas teve halos de inibi¢do para o
iodoférmio e propilenoglicol e para a associacdo de hidroxido de céalcio, PMCC e
propilenoglicol. (DOTTO et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

Nenhuma das substancias testadas apresentou atividade frente ao Enterococcus

faecalis.
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