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RESUMO

O hidroxido de célcio [Ca(OH),] é um po6 branco, altamente alcalino que, em
endodontia, tem sido utilizado em pulpotomias, tratamento de perfuragdes radiculares, como
componente de cimentos obturadores e como medicagdo intracanal, sendo que quando
utilizado nesta Ultima situagdo, 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),. A atividade antimicrobiana do Ca(OH), estd relacionada a liberacdo de ions
hidroxila. Estes ions hidroxila sdo radicais livres altamente oxidantes que reagem com
inimeras biomoléculas. Apesar de sua ampla utilizagéo, esta substancia ndo tem demonstrado
eficicia sobre algumas linhagens de microrganismos. O proposito da presente pesquisa foi
avaliar a atividade antimicrobiana de pastas de Ca(OH), puras e associadas com o anti-
inflamatdrio diclofenaco sddico, o antibidtico ciprofloxacina e o éleo de coco sobre biofilme
de E. faecalis ATCC 4083 por microscopia confocal de varredura a laser. Os dados foram
analisados pelo teste Kruskal-Wallis para comparacdo global, com nivel de significancia de
5% e o teste de Dunn para comparacdo individual entre os grupos. Os resultados mostram que
a pasta com diclofenaco sodico foi a mais efetiva em eliminar os microrganismos (19,46 % de
viabilidade), seguida da pasta com ciprofloxacina (27,02% de viabilidade). A pasta com 6leo
de coco ndo mostrou aumento na efetividade frente ao E. faecalis quando comparada com a

pasta de hidréxido de célcio pura.

Palavras-chave: Medicacdo intracanal. Hidroxido de célcio. Diclofenaco sddico.

Ciprofloxacina. Oleo de coco.



ABSTRACT

Calcium hydroxide [Ca(OH).] is a white, highly alkaline powder which, in
endodontics, has been used in pulpotomies, treatment of root perforations, as a component of
sealing cements and as intracanal medication, when used in the latter situation, is associated
with a vehicle in order to obtain pulp consistency. Thus, different vehicles have been
proposed for association with Ca(OH),. The antimicrobial activity of Ca(OH); is related to the
release of hydroxyl ions. These hydroxyl ions are highly oxidizing free radicals that react with
numerous biomolecules. Despite its wide use, this substance has not demonstrated efficacy on
some strains of microorganisms. The purpose of the present study will be to evaluate the in
vitro antimicrobial activity of pure Ca(OH), pastes and associated with the anti-inflammatory
diclofenac sodium, the antibiotic ciprofloxacin and coconut oil. The efficiency of the same
slabs on Enterococcus faecalis ATCC 4083 biofilm will be evaluated by laser scanning
confocal microscopy. After data tabulation, the statistical analysis will be performed by
ANOVA for global comparison, and Tukey's test for individual comparisons, with

significance level of 5%.

Keywords: Intracanal medication. Calcium hydroxide. Sodium diclofenac. Ciprofloxacin.

Coconut oil.
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1 INTRODUCAO

O hidroxido de célcio [Ca(OH),] caracteriza-se como um pé branco, alcalino (pH
12,8), pouco soltvel em &gua (solubilidade de 1,2 g L-1 de &gua, a 25 °C). E obtido pela
calcinacdo do carbonato de célcio, até sua transformacdo em Oxido de célcio que, ap6s
hidratacdo resulta em hidroxido de célcio (ESTRELA et al., 1995). Baseado no peso
molecular da substéncia, a porcentagem de ions hidroxila e ions calcio encontrados no
Ca(OH)2 corresponde a 45,89% e 54,11%, respectivamente (ESTRELA; PESCE, 1996).

Em Endodontia o Ca(OH), tem sido utilizado em pulpotomias, tratamento de
perfuracdes radiculares, como componente de cimentos obturadores e como medicacgao
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 associagdo ao Ca(OH), (ESTRELA et al., 2001).

O emprego do Ca(OH), em casos de necrose pulpar tem o propdsito de promover a¢éo
antisséptica sobre microrganismos, além da acdo bioldgica, atributos que s&o conseguidos
pelo elevado pH através da liberacdo de ions hidroxila e liberacdo de ions célcio,
respectivamente.

Recentes estudos mostraram a classificacdo e indicacBes clinicas de varias
formulages 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. Este estudo apontou que bactérias
anaerdbias Gram negativas sdo mais susceptiveis ao Ca(OH), em relacdo aos microrganismos
Gram positivos facultativos.

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

Sirén 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 potéssio.

Pacios et al. (2004), avaliando a influéncia de seis diferentes veiculos (dgua destilada,

clorexidina, propilenoglicol, solucdo 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¢cdes o pH manteve-se constante durante todas as
varigveis de tempo analisadas, sendo que a pasta cujo veiculo foi &gua 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 evidenciaram que clorexidina pura mostrou-se
mais eficiente quando comparada a pasta de Ca(OH), com veiculo clorexidina na desinfec¢éo
da dentina contaminada. Pesquisa semelhante realizada por Ercan et 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 Ca(OH), com veiculo agua estéril e clorexidina 2%.

A desinfeccdo de tubulos dentinarios humanos infectados com E. faecalis ATCC
29212 por trés diferentes pastas de Ca(OH) (veiculo &gua, veiculo iodo-iodeto de potéssio e
pasta Metapex®, esta Ultima contendo iodoférmio e 6leo de silicone) foi avaliada por Cwikla
et al. (2004). 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 os veiculos: &gua estéril, glicerina,
paramonoclorofenol canforado, paramonoclorofenol canforado + glicerina, polietilenoglicol e
paramonoclorofenol canforado + polietilenoglicol. Bactérias aerobias e anaerdbias
facultativas foram mais resistentes ao Ca(OH), e o tempo necessério para a eliminagédo dos
microrganismos variou de 4 a 24 horas. Bactérias anaerdbias foram eliminadas dentro de 5
minutos ou menos. E. faecalis e C. albicans foram os microrganismos mais resistentes frente
as pastas utilizadas.

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, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e C. albicans pelos métodos do contato
direto e difuso da substancia sobre placas de agar.

Objetivando avaliar a atividade antibacteriana residual de vérias pastas de Ca(OH),
apds permanecerem 21 dias em canais radiculares de cdes com lesdes periapicais, Soares et al.

(2007) utilizaram o método da difusdo sobre placas de &gar Mueller-Hinton contaminadas
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com Micrococcus luteus ATCC 9341 a partir das pastas de Ca(OH), com veiculo solugéo
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%.

A fim de avaliar a atividade antimicrobiana de duas pastas de hidroxido de célcio
associadas a extrato etanolico e ndo etandlico de prépolis, Rezende et al. (2008) 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 microrganismos testados. C. albicans, E. faecalis e St. sanguis foram
0S microrganismos mais resistentes. St. mutans revelou grandes zonas de inibicdo 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), +
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
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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
Coldnias quando comparados a pasta de Ca(OH),. O efeito antimicrobiano da amoxicilina +
clavulanato de potéssio, ciprofloxacina e clindamicina foi estatisticamente melhor em relacéo
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 0s 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 planctdnicas de E.
faecalis ATCC 29212, os pesquisadores revelaram que ap06s o tratamento dos espécimes por
trés, oito e 14 dias com Ca(OH),, Vitapex®, linezolida e Ca(OH), + linezolida, somente
linezolida mostrou-se eficaz na eliminagdo do E. faecalis, seguida pela associacdo de
Ca(OH), + linezolida.

A atividade antimicrobiana do Ca(OH), se d& pela liberacdo de ions hidroxila e
consequente aumento de pH, podendo atingir valores de 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 citoplasmética, a desnaturagdo de proteinas e danos
diretos a0 DNA (SIQUEIRA et al., 1999). Esta atividade também é resultante da presenca de
célcio que remove gés carbonico, fonte respiratoria de bactérias anaerdbias (KONTAKIOTIS
et al.,, 1995). Outro importante fator est4d no fato do Ca(OH), inibir o lipopolissacarideo,
componente agressor presente na membrana externa da parede de bactérias Gram negativas (
NICHOLS, SAFAVI, 1993; NICHOLS, SAFAVI, 1994; TANOMARU et al., 2003).

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 concentra¢fes 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 utilizagdo, esta substancia ndo tem demonstrado eficacia sobre

algumas cepas de microrganismos “in vivo”. Um desses microrganismos é o E. faecalis
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O E. faecalis é um coco Gram positivo presente principalmente em casos de insucesso
endodbntico que tem mostrado elevada resisténcia ao Ca(OH), (ROCAS et al., 2004,
SUNDQVIST et al., 1998).

Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados. Produzem citolisinas com
atividade sobre hemécias humanas, ovinas e de equinas. 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 inflamatério durante o processo infeccioso
(KAYAOGLU; @RSTAVIK, 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; GRSTAVIK,
2004).

A recuperagdo frequente do E. faecalis de canais radiculares com insucesso do
tratamento endoddntico tem sido amplamente relatada (PINHEIRO et al., 2003; ROCAS et al.
2004; SUNDQVIST et al., 1998).

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), (EVANS et al., 2002; WEIGER et al., 1995).

McHugh et al. (2004) avaliaram o pH necessario para matar E. faecalis ATCC 29212
in vitro e concluiram que, entre pH 10,5 até 11,0 pode ocorrer retardo no crescimento do
microrganismo e somente em pH 11,5 ou superior ocorre a morte.

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

Diante da resisténcia do E. faecalis ao Ca(OH),, diferentes substancias tém sido
utilizadas no preparo das pastas a fim de potencializar a sua a¢éo antimicrobiana frente a esse
microrganismo. Estas substancias poderiam ser as drogas anti-inflamatorias.

Varios estudos recentes tém revelado que anti-inflamat6rios ndo esterdides (AINES)
possuem atividade antimicrobiana comprovada.

Dastidar et al. (2000) demonstraram que o diclofenaco de sédio tem uma acédo
altamente bactericida contra bactérias Gram positivas e Gram negativas pela inibicdo da
sintese de DNA bacteriana. Utilizaram uma linhagem E. coli K12 C600 e S. aureus NCTC

6571 para o experimento. Os pesquisadores avaliaram o efeito bacteriostético e bactericida da
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droga sob quatro varidveis de tempo. Os resultados revelam que a concentracéo inibitoria
minima para ambas bactérias foi de 50 mg/L. Ao se adicionar 100 mg/L da droga sobre as
linhagens bacterianas, foi observado uma regressdéo do nimero de UFC de 2,2 x 108
inicialmente (2 horas), chagando a zero na varidvel de 18 h.

Dutta et al. (2007) realizaram um estudo com uma variedade de métodos para
demonstrar a atividade antibacteriana do diclofenaco de sddio. Em um modelo experimental
com ratos, a droga foi testada com o objetivo de promover protegéo contra infec¢do virulenta
por Salmonella. Em um teste de sinergismo, utilizando o método de difusdo em disco de
papel, verificaram a possibilidade de associa¢do de diclofenaco de sddio na concentragdo de
100 pg com estreptomicina em concentragdo de 10 pg. Os testes in vivo e in vitro entre outros
testes realizados comprovaram a agdo antimicrobiana do diclofenaco e a potencializagdo
quando associado a outra droga.

Os efeitos antibacterianos do diclofenaco sodico, ibuprofeno, amoxicilina e pasta de
hidroxido de célcio foram avaliados de forma comparativa por Salem-Milani et al. (2013),
contra linhagem de E. faecalis ATCC 29212. Os pesquisadores utilizaram gentamicina como
controle positivo dos testes. Os métodos utilizados foram o da difusdo das drogas sobre &gar e
0 da concentracdo inibitéria minima. Utilizando o método da difusdo em agar o estudo
revelou que o hidroxido de célcio apresentou halos de inibicdo de 1,0 mm, o diclofenaco
sodico 9,1 mm e o ibuprofeno 12,9 mm, a amoxicilina 20,67 mm e o controle positivo
(gentamicina), 15,7 mm. O diclofenaco sodico e o ibuprofeno revelaram concentracdo
inibitéria minima de 50 pg/mL para a bactéria em estudo. Os autores puderam concluir que as
drogas anti-inflamatérias apresentaram pronunciada atividade antibacteriana contra E. faecalis
em comparacao a pasta de hidroxido de célcio.

Mazumdar et al. (2009), em uma revisao, revelou que isolados clinicos de S. aureus,
Listeria monocytogenes, E. coli e Mycobacterium spp., sdo sensiveis ao diclofenaco de sodio,
e que E. coli, Listeria monocytogenes e M. tuberculosis demonstram sensibilidade a anti-
inflamatorios ndo esteroidais.

Mais recentemente, foi demonstrado que a associacdo de diclofenaco sodico,
ibuprofeno e ciprofloxacina & uma pasta de hidroxido de célcio ndo altera o pH e aumenta a
acdo antimicrobiana deste medicamento sobre biofilme de E. faecalis. Além disso, os autores
atestam que estes AINES misturados & pasta podem atuar topicamente sobre os tecidos apicais
no controle da inflamac&o, reduzindo a dor pés-operatéria (FREITAS et al., 2017).

Uma substancia de grande destaque atual é o 6leo de coco, uma gordura que € um

alimento com poderes antimicrobianos, imunomodulador, antioxidante, termogénico,
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insulinotropico, antiaterogénico, neuroestimulador, modulador de peso, regulador da
dislipidemia sanguinea e além desses, possue muita outros efeitos que fazem bem para a
salde humana (ARUNIMA, 2012; BABA, 1982; CARDOSO, 2015; GARFINKEL et al.,
1992; KABBARA, 1972; LINDEBERG et al., 1999; MARINA et al. 2008; NAIR et al. 2015;
RAJAMOHAN, 2012).

Muito conhecido por ser um alimento funcional, alguns estudos mostram seu poder
antimicrobiano e antifungico. Dentro da atividade antimicrobiana, o 6leo de coco se destaca
por ser antibacteriano, antiparasitario, antiviral e antifungico (BERGSSON et al., 2001;
KABBARA, 1972; THORMAR et al., 1978).

Para entender melhor estas grandes propriedades, é importante dizer que o coco é um
alimento com predominio de gordura composta por acidos graxos saturados (92%), além de
acidos graxos mono e poliinsaturados, fibras, proteinas, vitaminas, agua, minerais e pouco
carboidrato (BANZON, 1996; GRIMWOOD, 1975; GUARTE, 1996; KELLERT, 1996;
MUHLBAUER, VELASCO, 1982).

Tanto 0s macronutrientes quanto 0S micronutrientes presentes no coco Sa0 0S
responsaveis pelos grandes beneficios oferecidos por esse alimento funcional. Dividimos as
gorduras saturadas do coco em &cidos graxos de cadeia curta (até 6 carbonos), media (de 8 a
12 carbonos) e longa (acima de 14 carbonos). Sendo assim, temos o &cido caproico (cadeia
curta), os &cidos caprilico, céprico, e laurico (cadeia mdia) e os acidos estearico, miristico e
palmitico (cadeia longa). Vale mencionar que o metabolismo do acido graxo difere quanto ao
tamanho de sua cadeia de carbono, por isso ndo é certo falar que todas as gorduras se
comportam de maneira igual no organismo (BABAYAN, 1987). Os &cidos graxos de cadeia
media do coco (64%) véo direto para o figado através da veia porta para servirem de energia,
ndo sendo depositados em adipdcitos, como os de cadeia longa, sendo assim, incapazes de
promover ganho de peso (BABA et al., 1981; BABAYAN, BACH, 1982; KAUNITZ, 1971).

Os efeitos antimicrobianos dos lipidios tém sido extensivamente estudados
ultimamente (BERGSSON, et al., 1998; ISAACS et al, 1995; KABARA, 1978§;
SHIBASAKI, 1978). Alguns microorganismos inibidos pelos poderes do 6leo de coco sdo:
Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori, Hemophilus influenza, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans Enterococcus faecalis, Giardia lamblia, HIV,
Herpes simplex, citomegalovirus, virus Epstein Barr, Influenza, Chlamydia trachomatis,
Neisseria e Candida albicans (BERGSSON, 2002; ENIG, 1998; KABARA, 1972; OGBOLU,
2007; PEEDIKAYIL et al., 2016; STEINGRI"'MSSON, 2002; THORMAR et al., 1999;
THORMAR, 2002).
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Para a propriedade antimicrobiana, o acido laurico - 47% (12 carbonos) e o &cido
céprico - 7% (10 carbonos) se destacam. Esses &cidos graxos, ap6s ingeridos na forma de
triacilglicerol, sdo quebrados no trato gastrointestinal por lipases formando os
monoacilglicer6is monolaurina e monocaprina, respectivamente. Diante disto, é importante
ressaltar que a monolaurina e a monocaprina sdo excelentes antifungicos naturais
(BERGSSON, 1999; CARPO, 2007; OGBOLU, 2007; VERALLO, 2008).

Em um estudo feito por Ogbolu et al., (2007) por difuséo radial, C. albicans teve uma
maior sensibilidade ao 6leo de coco virgem (100%) em comparagdo ao fluconazol (92%)
(OGBOLU et al., 2007). Em um outro estudo, pelo mesmo método, o 6leo mostrou uma agéo
igual ao cetoconazol contra C. albicans (SHINO et al., 2016). Usado como enxaguante bucal,
0 Oleo diminuiu placas dentais e gengivite, em estudos in vivo, comparando-se ao uso de
clorexedina (KAUSHIK et al., 2016; PEEDIKAYIL et al., 2015; PEEDIKAY!I et al., 2016).

Vérias hipoteses tém sido discutidas para se entender o mecanismo pelo qual o 6leo de
coco por si pode agir diminuindo a quantidade microbiana e adesdo de placas dentais. O exato
mecanismo ainda néo esta claro. Estudos mostraram que o dleo de coco tem um grande valor
de saponificacdo e emulsdo, podendo ser este um dos motivos de sua agdo. Os éalcalis da
saliva também podem reagir com o 6leo levando a saponificagdo (KAUSHIK et al., 2016;
PEEDIKAY!I et al., 2016).

Em virtude de alguns estudos demonstrarem eficicia antimicrobiana de anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e das propriedades antimicrobianas e antifngicas do
6leo de coco seria vantajoso se o hidroxido de célcio fosse associado a um anti-inflamatdrio
que além de promover acdo de antimicrobiana e alivio da dor do paciente e também ao 6leo
de coco para que ndo contribuisse para o aparecimento de linhagens resistentes.

Diante da importancia do assunto em questdo, e dos poucos trabalhos na literatura
sobre essas associagdes, tornou viavel e oportuno a realizacdo da presente pesquisa. Diante do
exposto, a caracterizacdo da atividade antibacteriana de pastas de hidroxido de calcio puras e
acrescidas de diclofenaco sodico, ciprofloxacina e éleo de coco, constituiu o objetivo do

presente estudo.
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2 JUSTIFICATIVA

Dor endoddntica é causada por uma inflamagdo, caracterizada pela liberacdo de
prostaglandinas que promovem a dor, e esta pode durar por varios dias mesmo apos o
tratamento. Na maioria dos casos sdo prescritos anti-inflamatdrios para o paciente no pre-
tratamento e pos-tratamento, como esclarecido por Ramazani et al. (2013), sobre o uso
profilatico de ibuprofeno no controle da dor. Em virtude de alguns estudos demonstrarem
eficicia antimicrobiana de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), seria vantajoso se o
hidréxido de calcio fosse associado a um anti-inflamatério que além de promover acdo
antimicrobiana e alivio da dor do paciente, ndo contribuisse para o aparecimento de linhagens
resistentes.

O objetivo do presente trabalho é avaliar a eficiéncia antibacteriana da pasta de
hidréxido de calcio pura e associada com diclofenaco sédico, ciprofloxacina e 6leo de coco,
sobre biofilme de Enterococcus faecalis ATCC (American Type Culture Collection,

Manassas, VA) 4083, em bloco de dentina por microscopia confocal de varredura a laser.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho estéo descritos nos itens abaixo.

3.1 OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa tem como objetivo geral avaliar a atividade antibacteriana de
pastas de Ca(OH); associadas com diclofenaco sddico, ciprofloxacina e 6leo de coco, sobre a

linhagem bacteriana de Enterococcus faecalis ATCC 4083.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a atividade antibacteriana de pastas de hidroxido de célcio associadas com
diclofenaco sddico, ciprofloxacina e 6leo de coco sobre biofilme de Enterococcus faecalis
ATCC 4083 em blocos de dentina contaminados, utilizando-se o método da microscopia

confocal de varredura a laser.



18

4 MATERIAL E METODOS

Os trechos que seguem apresentam as etapas que foram desenvolvidas no decorrer do

projeto.

41 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS PASTAS DE
HIDROXIDO DE CALCIO PURAS E ASSOCIADAS AOS ANTI-
INFLAMATORIOS PELO METODO DA MICROSCOPIA CONFOCAL DE
VARREDURA A LASER

4.1.1 Preparo dos corpos de prova

Os procedimentos experimentais utilizaram 36 blocos de dentina bovina esterilizados.
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 méaquina metalogréafica de corte tipo ISOMET Low Speed Saw (Buehler Ltd,
Lake Bluff IL,USA) até alcancar as medidas desejadas.

Apos o corte os blocos foram lixados utilizando uma méaquina politris. Os continuos
segmentos de dentina foram tratados com hipoclorito de sédio 1% por 30 minutos e EDTA a
17% por 5 minutos para a eliminagdo de residuos organicos e possivel presenca de “smear
layer”. Os blocos foram esterilizados com o auxilio de autoclave a 121°C; uma vez estéreis,

os blocos foram contaminados com solucéo de Enterococcus faecalis em BHI por 21 dias.

4.1.2 Contaminacdo da dentina e tratamento com as pastas de hidrdxido de calcio

Para indugdo do biofilme sobre os blocos de dentina foi adotada a metodologia
recomendada por Guerreiro-Tanomaru et al. (2013). Na formagéo do biofilme foi empregada
uma cepa padréo de E. faecalis ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA)
4083. Apos confirmacdo da pureza da cepa, realizada pela coloragdo de Gram, morfologia da
colbnia e identificagdo bioquimica, o micro-organismo foi reativado em 4 mL de caldo BHI
estéril e mantido em estufa a 37°C, durante 12 horas. Apds este periodo a densidade dptica do

meio foi medida e ajustada em espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus, Femto, S&o Paulo, SP,
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Brasil) com comprimento de onda de 600 nm. A densidade celular foi de 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nia por mL-1 (UFC/mL-1). Em duas placas de cultura celular de 24 pocos
foram colocados os blocos de dentina com uma das superficies marcadas com lapis e voltada
para baixo. Em seguida, os blocos foram submersos com 3,6 mL de caldo BHI estéril
adicionado de 0,4 mL do indculo bacteriano padronizado. As placas foram colocadas em uma
estufa bacterioldgica a 37°C durante 21 dias. Para que ndo houvesse deficiéncia de nutrientes
para as células bacterianas, o meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente trocado a
cada 48 h, sem a adi¢do de novos micro-organismos.

Ao final deste periodo, todos os blocos foram removidos dos caldos de cultura, foram
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:

a) grupo 1: pasta de hidroxido de calcio com propilenoglicol,

b) grupo 2: pasta de hidroxido de célcio com diclofenaco sodico;
c) grupo 3: pasta de hidroxido de calcio com Ciprofloxacina;

d) grupo 4: pasta de hidroxido de calcio com 6leo de coco;

e) grupo 5: controle positivo (com infec¢do e sem medicagdo);
f) grupo 6: controle negativo (sem infeccdo e sem medicagéo).

Os blocos dos grupos 1 até 4 tiveram sua superficie preenchida com as respectivas
pastas de hidroxido de célcio com seus diferentes medicamentos. As pastas puras de Ca(OH),
foram manipuladas a partir do p6 até se obter a consisténcia de creme dental, utilizando-se
como veiculo o propilenoglicol. As pastas associadas aos anti-inflamatérios foram
proporcionadas com a drogas a 5% do peso total de hidréxido de célcio, utilizando-se também
o0 veiculo propilenoglicol. A pasta de 6leo de coco foi manipulada com o proprio 6leo até
atingir a consisténcia de um creme dental.

Apobs o tratamento os blocos foram incubados novamente a 36°C por uma semana,
observando-se umidade de 100% obtida por camara Umida com algoddo embebido em é&gua
estéril. Apds o periodo de uma semana, os blocos foram removidos da cdmara Umida e as
pastas foram removidas pela irrigagdo com 2 mL de &gua estéril, sendo em seguida secados

com uma agulha estéril e cones de papel estéreis.
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413 Testes para avaliar a atividade antimicrobiana das diferentes pastas por
microscopia confocal de varredura a laser

Os espécimes foram colocados em placas de Petri e coradas com 50 pL da solugdo
Live/Dead® BacLight Bacterial Viability Kit L7012 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR,
EUA), gotejada sobre o bloco de cimento. Apds aplicacdo dos corantes, a placa foi fechada e
envolta em papel laminado, com objetivo de realizar a difusdo dos corantes nos espécimes
com auséncia de luz e em temperatura de 37°C por 20 minutos, de acordo com as orientagdes
do fabricante. Para o preparo do corante Live/Dead® BacLight foram adicionados 1,5 pL do
componente A e 1,5 ulL. do componente B a 0,97 mL de solucéo salina a 0,85%. O marcador,
que cora em verde as células viaveis, e em vermelho as células com danos na membrana, foi
preparado imediatamente antes do seu uso, sendo 0 mesmo mantido em local protegido da luz
e do calor durante todos os procedimentos.

Todos os espécimes foram examinados sob microscopia confocal de varredura a laser
(Leica TCS-SPE, Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Germany) em aumento de 40X.
Trés espécimes foram fotografados em cada grupo e foram tiradas 4 fotos por espécime,
totalizando 12 fotos por grupo.

As imagens foram analisadas pelo software biolmage_L para anélise estrutural de

biofilme formado sobre os blocos de cimento, segundo Chévez de Paz41.

4.2 ANALISE ESTATISTICA

Obtidos os dados, os mesmos foram submetidos a analise estatistica, empregando-se o
teste Kruskal-Wallis para comparacdo global, com nivel de significancia de 5% e o teste de

Dunn para comparagéo individual entre os grupos.
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5 RESULTADOS

Para avaliar o desempenho antimicrobiano das diferentes pastas de hidréxido de célcio
sobre blocos de dentina contaminados com E. faecalis, ao final de sete dias de agdo das
pastas, 0s blocos foram submetidos a analise em microscopia confocal de varredura a laser, a
fim de se determinar a diferenciagdo entre bactérias vidveis e ndo viaveis.

A Tabela 1 representa a mediana e a variacdo de valores nas contagens de células
totais (biovolume) e vidveis nos diferentes grupos experimentais realizados até o presente

momento.

Tabela 1 - Mediana e variacdo de valores do biovolume total e de células vivas apds o contato

com as substancias experimentais.

Grupos Biovolume (umd) Viabilidade (%)
Ca(OH), + propilenoglicol 20027 (8599-36301) 55.88 (25.77-75.49)
e 33033 (5975-81114) 19.46 (2.99-44 55)
sodico
Ca(OH), + ciprofloxacina 23384 (329-84929) 27.02 (11.63-52.41)
Ca(OH);, + o6leo de coco 37822 (9677-80325) 60.08 (30.75-83.42)
Controle positivo 90295 (56294-141633) 83.37 (69.55-88.02)
Controle negativo 0 0

Fonte: Elaborado pela autora.

As figuras expostas no Quadro 1, representam uma foto selecionada da microscopia

confocal de varredura a laser de cada um dos grupos de teste.

Quadro 1 - Microscopia confocal de varredura a laser.

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A (Pasta de hidroxido de célcio pura); B (Pasta de hidroxido de calcio com
diclofenaco sddico); C (Pasta de hidréxido com ciprofloxacina); D (Pasta de
hidroxido de calcio com éleo de coco); E (Controle Positivo: com infeccdo e
sem medicagdo).
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6 DISCUSSAO

A adicéo de substancias antimicrobianas ao hidroxido de calcio tem sido proposta com
0 intuito de potencializar seu efeito antimicrobiano, ja& que algumas espécies bacterianas
encontradas nos canais radiculares se mostram resistentes. (GARCIA et al., 2015; ZANCAN
et al., 2016).

Enterococcus faecalis € um coco Gram positivo, frequentemente isolado de casos de
fracasso endodontico (GOMES, PINHEIRO et al., 2008; ROCAS et al., 2004; SUNDQVIST
et al., 1998). Tem a habilidade de resistir a pH elevado (MCHUGH et al., 2004) e a
resisténcia desse microrganismo ao hidroxido de célcio esta relacionada a uma bomba de
proton (EVANS et al. 2002). Esta espécie tem habilidade de aderir, colonizar e formar
biofilme na superficie dos canais radiculares e cemento, além de ser capaz de aderir na guta-
percha ou nos cimentos endodonticos (BASRANI, GEORGE, KISHEN, 2008; LEONARDO
et al., 2002 NAIR, 2004). O crescimento em biofilme promove uma protegdo para as
bactérias, e assim podem resistir aos agentes antimicrobianos usados durante um tratamento
endodbntico (DISTEL, GILLESPIE, HATTON, 2002). A capacidade de formagdo de
biofilme tem demonstrado ser um dos maiores fatores de persisténcia e recoloniza¢do ap6s o
tratamento endodoéntico (DISTEL, GILLESPIE, HATTON, 2002).

O desenvolvimento de biofilmes in vitro possibilita estudar detalhadamente sua
estrutura e arranjo, o que auxilia nos estudos de substancias que visam sua eliminagéo, como
solucdes irrigadoras, curativos de demora e cimentos endodonticos, pois se sabe que o
biofilme bacteriano, apresenta uma maior resisténcia que bactérias em sua forma planctonica
(CHAVEZ DE PAZ et al., 2007). A metodologia utilizada no presente estudo, desenvolvida
por Guerreiro-Tanomaru (2013), é utilizada para anélise da atividade antibiofilme através da
microscopia confocal de varredura a laser e similar a utilizada anteriormente por alguns
autores (DASTIDAR et al., 2000).

O presente estudo avaliou a sensibilidade do biofilme formado pela linhagem de E.
faecalis (ATCC 4083), originalmente isolada de infeccdo do canal radicular, frente as pastas
de Ca(OH),. A maioria dos trabalhos utiliza a linhagem de E. faecalis, a ATCC 29212. Essa
linhagem ¢é isolada de trato urinario e mostra maior resisténcia aos medicamentos. Zancan et
al. (2018) avaliaram a acdo antimicrobiana de diferentes pastas endodonticas contra
Enterococcus faecalis ATCC 29212, isolado do trato urinario, e compararam a a¢do com E.
faecalis ATCC 4083, isolado do canal radicular. Os autores mostraram que a agdo

antimicrobiana dos medicamentos contra cada linhagem foi divergente quanto a ordem de
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suscetibilidade e concluiram que as cepas se comportam de maneiras diferentes. Em geral, a
cepa isolada do trato urinério foi mais resistente aos medicamentos testados. Os autores
sugerem o uso da cepa ATCC 4083 para obter resultados mais proximos da realidade clinica
quando E. faecalis for utilizado o para pesquisa in vitro em endodontia.

Os diferentes veiculos e substancias adicionadas ao hidréxido de célcio podem alterar
seu tempo de acdo e seu poder antimicrobiano. Veiculos viscosos, como propilenoglicol ou
pelietilenoglicol, apesar de serem solGveis em agua, promovem uma dissociagdo dos ions
hidroxila de maneira controlada, provavelmente devido ao seu peso molecular. Veiculos
aquosos, como a agua destilada, promovem a liberacdo desses ions rapidamente e sdo
solubilizadas também num periodo de tempo mais curto (FAVA, SAUNDERS, 1999). Ja os
veiculos oleosos, como o 6leo de coco, promovem uma dissociacdo mais lenta dos ions, o que
pode explicar a maior porcentagem de viabilidade no grupo em que a pasta foi manipulada
com o dleo de coco.

Os resultados mostraram que as pastas de hidroxido de célcio contendo as drogas,
reduziram significantemente a porcentagem de bactérias vidveis no biofilme, sendo diferente
das pastas de hidroxido de célcio pura ou com o dleo de coco como veiculo. Os melhores
resultados do presente estudo foram para as pastas com adicdo do diclofenaco sédico e
ciprofloxacina respectivamente.

Varios estudos recentes tém revelado que anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES)
possuem atividade antimicrobiana comprovada.

Dastidar et al. (2000) demonstraram que o diclofenaco sédico tem uma acédo
altamente bactericida contra bactérias Gram positivas e Gram negativas pela inibicdo da
sintese de DNA bacteriana. Dutta et al. (2007) em um teste de sinergismo, utilizando o
método de difusdo em disco de papel, verificaram a possibilidade de associacdo de
diclofenaco sodico na concentragdo de 100 pig com estreptomicina em concentragdo de 10 pg.
Os testes in vivo e in vitro entre outros testes realizados comprovaram a agéo antimicrobiana
do diclofenaco e a potencializacdo quando associado a outra droga.

Salem-Milani et al. (2013) compararam a acdo do diclofenaco sodico, ibuprofeno,
amoxicilina e pasta de hidroxido de célcio contra a linhagem ATCC 29212 de E. faecalis. Os
autores puderam concluir que as drogas anti-inflamatdrias apresentaram pronunciada

atividade antibacteriana contra E. faecalis.



24

7 CONSIDERACOES FINAIS

O hidroxido de célcio é muito utilizado atualmente em vérios tratamentos endoddnticos
por seu potencial antisséptico e acdo bioldgica, porém ndo apresenta eficicia diante de
algumas linhagens de bactérias, principalmente aquelas encontradas no interior do canal apés
a realizagdo do tratamento endodontico, contabilizando como insucesso do mesmo. Com o
desenvolvimento da presente pesquisa, pode-se concluir que quando associado o hidroxido de
célcio e diclofenaco sédico ou ciprofloxacina ha uma potencializagdo de seu efeito sobre a
Enterococcus Faecalis ATCC 4083.
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