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RESUMO

Introducéo: O sucesso do tratamento endoddntico é dependente de multiplos fatores
que visam a eliminacdo da microbiota cultivavel nos canais radiculares, e 0 uso de
solucdes irrigadoras € imprescindivel, visto as complexidades anatdmicas e a forma
de organizacao dos microrganismos em biofilmes. Objetivo: O objetivo primério desta
dissertacdo de mestrado foi avaliar o potencial antimicrobiano de solucdes
fitoterdpicas para uso como solucdes irrigadoras em endodontia. Métodos: Foi
conduzida uma busca nas principais bases de dados, a fim de encontrar estudos que
relatassem a eficdcia antimicrobiana dos o6leos essenciais citados, assim como
verificar o que se sabe sobre os microrganismos colonizadores do canal do radicular,
além do mais, avaliar criticamente os irrigantes utilizados atualmente durante a terapia
endodoéntica, idealizando por fim, uma revisdo de literatura narrativa. Ademais, um
estudo in vitro foi realizado, comparando a acao antimicrobiana da associagcdo dos
Oleos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) com
hipoclorito de sodio 2,5% e solucao de digluconato de clorexidina 2% como solucdes
irrigadoras em biofilme multiespécie. Foi avaliada a viabilidade dos microrganismos
através dos experimentos de MTT e LIVE/DEAD com posterior visualizacdo em
microscopia confocal e de varredura (MEV). Resultados: teste ANOVA revelou
diferencga estatistica significativa em ensaio MTT, entre a média da quantidade de
microrganismos viaveis ap0s a exposi¢cado aos irrigantes testados (p = 0,000, F =
330,8), assim como na viabilidade avaliada em teste LIVE/DEAD (p = 0,000, F =
248,38). A microscopia de varredura mostrou maior reducdo do biofilme apos
exposicdo a NaOCI 2,5%, seguido de solucdao fitoterapica e CHX 2%. Conclusédo: Os
Oleos essenciais se mostraram eficazes contra 0s microrganismos organizados em
biofilme multiplo, superior a clorexidina 2%, porém, com agéo antimicrobiana inferior
ao NaOCI 2,5%. A busca por novas solucdes irrigadoras ainda é essencial no campo
da endodontia, uma vez que ainda ndo ha no meio clinico nenhum irrigante do canal
radicular que proporcione conjuntamente todas as caracteristicas ideais desejadas.

Palavras-chave: Tratamento do Canal Radicular, Endodontia, Oleo de Melaleuca,

Citrus, Hipoclorito de Sédio, Clorexidina.



ABSTRACT

Introduction: The success of endodontic treatment depends on multiple factors that
aim to eliminate cultivable microbiota in root canals, and the use of irrigating solutions
is essential, given the anatomical complexities and the way microorganisms are
organized in biofilms. Objective: The primary objective of this master's dissertation
was to evaluate the antimicrobial potential of herbal solutions for use as irrigating
solutions in endodontics. Methods: A search was carried out in the main databases in
order to find studies that reported the antimicrobial efficacy of the essential oils
mentioned, as well as to verify what is known about the microorganisms that colonize
the root canal, in addition to critically evaluating the irrigants currently used during
endodontic therapy, finally idealizing a narrative literature review. Furthermore, an in
vitro study was carried out, comparing the antimicrobial action of the association of
Tea Tree (Melaleuca alternifolia) and Petitgrain (citrus aurantium) essential oils with
2.5% sodium hypochlorite and 2% chlorhexidine digluconate solution as irrigating
solutions in multispecies biofilm. The viability of the microorganisms was demonstrated
through MTT and LIVE/DEAD experiments with subsequent visualization in confocal
and scanning microscopy. Results: the ANOVA test revealed a statistically significant
difference in the MTT assay, between the mean amount of viable microorganisms after
exposure to the tested irrigants (p = 0.000, F = 330.8), as well as in the viability
achieved in the LIVE/DEAD test (p = 0.000, F = 248.38). Scanning microscopy showed
greater biofilm reduction after exposure to 2,5% NaOCI, followed by herbal solution
and 2% CHX. Conclusion: Essential oils are effective against microorganisms
organized in multiple biofilms, superior to 2% chlorhexidine, but with lower
antimicrobial action than 2.5% NaOCI. The search for new irrigating solutions is still
essential in the field of endodontics, since there is still no clinical root canal irrigating
agent that provides all the desired ideal characteristics.

Keywords: Root Canal Treatment, Endodontics, Tea Tree Oil, Citrus, Sodium

Hypochlorite, Chlorhexidine.
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1 CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A limpeza e a desinfeccao dos canais radiculares sdo essenciais para a eficacia
do tratamento endoddntico, uma vez que as bactérias exercem papel fundamental no
desenvolvimento de doencas pulpares e periapicais [1, 2]. Devido a anatomia
complexa do sistema de canais radiculares, essa desinfeccdo somente se torna
possivel com o uso de solugdes irrigadoras auxiliares, devido a capacidade de
adentrar por tabulos dentinarios, istmos e canais laterais ou secundarios, inacessiveis
aos instrumentos durante o preparo quimico-mecéanico [3]. Nesse contexto, para a
obtencdo do sucesso do tratamento endodéntico € de suma importancia o uso de
solugdes irrigadoras potentes com capacidade de erradicar oS microrganismos

patdgenos presentes nos canais radiculares [2].

As solugbes antimicrobianas atuam removendo e dissolvendo o biofilme de
modo a reduzir a carga microbiana [4]. Dentre as caracteristicas ideais de uma solugéo
irrigadora endoddntica destaca-se a capacidade de lavagem, dissolucdo de tecido
organico e inorganico, atividade antimicrobiana, lubrificacdo, baixa tensao superficial,
remocao de detritos, baixa toxicidade e biocompatibilidade [4-6]. Diversas solugcbes
irrigadoras tém sido utilizadas na prética clinica, entretanto, nenhuma delas atende a

todos esses requisitos conjuntamente.

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é a solugdo mais comumente utilizada no
tratamento endodontico, devido a sua capacidade bactericida, dissolu¢do de tecido
organico e baixo custo [4, 5]. Porém, € caustico, 0 que o torna preocupante [1, 7].
Embora, seja o mais utilizado, e o irrigante de primeira escolha por sua acéo
antimicrobiana, o NaOCI € incapaz de remover detritos duros produzidos como efeitos

da instrumentacéo, e o uso de uma solugdo complementar se torna necessaria [5].

O acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) € uma solugéao quelante que possui
capacidade de dissolver tecidos duros e a camada de esfregaco pos preparo quimico-
mecanico [8]. O EDTA é mais biocompativel que NaOCI, tem baixo custo e possui
capacidade antimicrobiana, porém em pequena proporcao [9, 10]. Sendo assim, seu

uso como solugéo unica no tratamento endoddntico ndo é recomendado [5].
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A clorexidina é uma bisbiguanida catiénica que tem sido utilizada na endodontia
como solucdao irrigadora devido seu amplo espectro antimicrobiano, sua capacidade
de substantividade e sua permanéncia no tecido por longos periodos e baixa
toxicidade [11]. No entanto, ndo possui capacidade de dissolucdo tecidual, e sua
eficacia na remocao ou dissolucao de biofilme € inferior a de outros irrigantes [11, 12].
Sendo assim, a CHX apresenta boas caracteristicas, mas apresentam essas

desvantagens consideraveis.

Na busca por solucfes irrigadoras com as caracteristicas desejaveis, novos
irrigantes estdo sendo constantemente avaliados. Algumas misturas foram
desenvolvidas, baseadas na acdo de um antimicrobiano, um agente quelante e um ou
mais surfactantes, sdo exemplos dessas misturas: BioPure MTAD (Dentsply, Tulsa,
OK), uma mistura do antibiético doxiciclina, acido citrico e um detergente (tween 80)
[13]; semelhantemente, Tetraclean (Ogna Laboratori Farmaceutici, Muggio, Italia)
uma mistura de doxiciclina, &cido citrico e polipropilenoglicol [14] e QMix (Dentsply
Tulsa Dental, Tulsa, OK) uma solucdo advinda da mistura de EDTA, clorexidina e
cetrimida como detergente, a fim de associar as vantagens de cada substancia [15].
No entanto, as evidéncias disponiveis ainda sdo insuficientes para a pratica clinica

comparado ao hipoclorito de sédio [5].

Nesse contexto, 0 uso de solugdes fitoterapicas vem ganhando destaque por
suas caracteristicas antimicrobianas e de biocompatibilidade [16]. InUmeros
fitoterapicos tem sido estudados para aplicagdo na endodontia como materiais
endododnticos, sdo exemplos desses fitoterapicos: propolis, thiphala, malaleuca
alternifolia, cdrcuma, citrus, azadiarachta indica, morinda citrofolia, syzigium
aromatium, acacia il6tica, alium atium e zingiber officinale [17]. As formula¢des a base
de plantas tém se apresentado vantajosas e eficazes, promissoras no uso como

materiais endodonticos [16, 18, 19].

Diante das diversas alternativas de solugdes irrigadoras e as limitagdes ainda
presentes nessas solucdes, percebe-se a importancia de explorar novas formulacgoes.
Visto as caracteristicas promissoras das solucdes fitoterapicas, este trabalho tem
como objetivo a investigacao sobre as solucdes irrigadoras existentes e a avaliagao

in vitro de uma solucao fitotergpica experimental.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Microbiologia dos Canais Radiculares

A investigacdo da microbiologia endodbdntica se iniciou no ano de 1.894,
quando W.D. Miller constatou a presenca de bactérias em tecido pulpar inflamado [20].
Anos depois, Kakehashi et. al. observaram que microrganismos exerciam papel
fundamental na cicatrizacéo de polpas expostas [21]. Desde entdo, iniUmeros estudos
foram realizados a fim de detectar as espécies bacterianas existentes no interior dos
canais radiculares e no tecido periapical subjacente, responsaveis por ocasionar 0s

sinais e sintomas das doencgas endodonticas.

As patologias pulpares e perirradiculares tém sua origem em uma comunidade
diversificada de microrganismos comuns na microflora oral comensal [2]. Foi estimado
gue 141 taxons, representando 6 filos bacterianos diferentes povoam a cavidade oral
saudavel, os quais incluem: Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Fusobacteria, e TM7 [22]. Acredita-se que, assim como nas demais regides
anatdmicas do corpo, a polpa dentéria também seja povoada por microrganismos que
estabelecem relacdes de simbiose, sendo considerados residentes comuns do tecido
pulpar, ndo ocasionando efeitos patolégicos aos mesmos. Nesse contexto, Widmer,
et. al. (2018) [23], investigaram a possivel presenca de DNA microbiano em tecidos
pulpares saudaveis, através da tecnologia molecular de sequenciamento de DNA de
alto rendimento. Para tal fim, os pesquisadores selecionaram 10 dentes de pacientes
livres de doenca carie ou doenca periodontal, sem historico de trauma ou tratamento
prévio, com indicacdo de extracdo por motivos ortodonticos. ApGs um rigoroso
protocolo de descontaminagdo, a amostra pulpar foi coletada para analise e
caracterizacdo do microbioma, e os dentes, por conseguinte, foram extraidos. Os
resultados obtidos demonstraram que 100% dos tecidos pulpares amostrados
continham DNA bacteriano, sendo uma média de 343 taxons por amostra.
Aproximadamente 59% do total de taxons representativos pertence ao filo
Proteobacteria dentro dos géneros Ralstonia, Acinetobacter e Staphylococcus. Um
“‘grupo central” de microrganismos apareceu em cada tecido pulpar, incluindo 12
géneros que representam entre 50% e 84% do total de isolados pulpares,

predominando novamente os géneros Ralstonia, Acinetobacter e Staphylococcus,
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enquanto os grupos Burkholderia (género), Micrococcus (género), Corynebacterium
(género), Micrococcaceae (familia), Enterobacteriaceae (familia) e Rhizobiales
(ordem), tiveram uma abundéancia relativa <1%. Ademais, amostras de placas
supragengivais também foram sequenciadas e observou-se que 62 taxéns foram
semelhantes aos encontrados no tecido pulpar. Os autores sugerem que taxons
dominantes da placa dentaria tendem a estar presentes em baixa abundancia na
polpa, e os taxons pulpares dominantes tendem a estar presentes em baixa
abundancia na placa [23]. Entretanto, ha uma flora bacteriana presente na cavidade

oral saudavel distinta daquela associada a doenca [22].

Nas doencas endodonticas, a infeccao intrarradicular primaria surge devido a
invaséo inicial e colonizagdo por microrganismos do tecido pulpar necrosado [24].
Esses microrganismos iniciam o processo de inflamacéo, necrose e infeccéo pulpar e
utilizam as condi¢cdes ambientais do canal necrético para se estabelecerem [6]. Foram
identificadas, aproximadamente, 500 espécies diferentes de microrganismos nos
diferentes tipos de infeccdo endodéntica (primaria, secundaria, persistente e
extrarradicular) [24]. Sendo que os filos bacterianos mais prevalentes foram:
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria e Fusobacteria [25]. No
entanto, sabe-se que os padrdes bacterianos da microbiota endodontica diferem de
individuo para individuo, no qual cada ser abriga uma microbiota Unica em termos de
riqueza e abundéancia de espécies, 0 que sugere que a periodontite apical primaria
tenha uma etiologia heterogénea, sendo assim ndo ha uma Unica espécie que seja
considerada como o principal patégeno causador, e sim a acdo de multiplas bactérias
conjuntas que levam ao mesmo desfecho na doenga [24].

As diversas espécies bacterianas conjuntas que dado origem a periodontite
apical, e seus desdobramentos, estdo organizadas em biofilme dentro do canal
radicular [26]. Ricucci e Siqueira (2010) [26], realizaram biopsia de 106 raizes com
periodontite apical, entre dentes com e sem tratamento endodéntico, e observaram
em analise histologica e bacteriol6gica que 77% dos canais analisados apresentaram
bactérias organizadas em biofilme na regido apical do canal radicular. Quanto a
estruturacdo desse biofilme, esta variou, tendo areas com ceélulas bacterianas
aglomeradas com pouco material extracelular visivel, outras com células espagadas
em padréo irregular, em camadas mais profundas ou superficiais. Em dentes com

extensas lesdes de carie e necrose pulpar de longa data foram observados biofilmes
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densos recobrindo a regido apical. Ademais, ndo foi incomum a presenca de biofilmes
em canais laterais, istmos e em ramificacdes apicais [26]. A localizacdo de biofilmes
bacterianos em locais de dificil acesso facilita a permanéncia de microrganismos no
canal radicular apdés o preparo quimico-mecanico, corroborando para a falha do
tratamento endodoéntico, uma vez que tais regibes anatbmicas complexas podem
atuar como reservatorios de infeccdo residual, ocasionando a periodontite apical

persistente [26-28].

As infec¢bes secundarias, ou persistentes, sdo aquelas em que ha persisténcia
ou aparecimento de sinais e sintomas de infec¢éo ativa, tais como: radiolucidez 6ssea
na regiao periapical, inchaco, dor e/ou sensibilidade a percusséo [28]. Ademais, sdo
compostas por uma flora bacteriana capaz de sobreviver a condi¢cdes adversas [29].
Estudos mostram que as espécies bacterianas mais prevalentes nestas infeccdes sao:
Enterococcus, Streptococcus, Actinomyces, Fusobacterium e Propionibacterium [30-
32]. Dentre essas, o Enterococcus faecalis se destaca, sendo frequentemente
encontrado em dentes com periodontite apical pds-tratamento, com prevaléncia
significativamente maior quando comparada a sua presenca em infeccdes primarias
[33].

A deteccdo de microrganismos nos canais radiculares, por muitas décadas,
teve como padrdo ouro a realizacdo de métodos de cultura para identificacdo de
bactérias e fungos, entretanto, sabe-se, atualmente, que apenas cerca de metade das
bactérias orais sao cultivaveis [2]. Além do mais, a coleta de amostras do ambiente
endoddntico para a realizacao do cultivo é desafiadora e imprecisa, uma vez que em
grande parte das situacBes sao utilizadas pontas de papel, as quais conseguem
capturar principalmente bactérias planctonicas distribuidas ao longo do canal
principal, ndo sendo possivel distinguir segmentos e realizar a seletividade de
microrganismos apenas de uma regido de interesse, como no terco apical [2,
30]. Atualmente, métodos moleculares tiveram significativos avancos e estdo entre
0S mais precisos para deteccao, identificagcdo e quantificacdo de microrganismos.
Dentre os métodos atuais disponiveis estdo a amplificacdo por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), seguido pela clonagem e sequenciamento do gene 16S e o
sequenciamento de proxima geragao, na qual se encontra o pirosequenciamento, que
realiza um grande numero de leituras em uma Unica execucao, resultando em uma

profundidade de amostragem maior e permitindo a deteccdo de taxons de baixa



15

abundancia [2, 34]. O avanc¢o nas técnicas moleculares é de suma importancia no
contexto de investigacdo da microbiota endodbéntica, uma vez que possibilita a
identificagdo de padrbes microbianos especificos relacionados com saude e doenga,
resultando em diagndsticos mais precisos e medidas preventivas e terapéuticas mais

eficazes [34].

1.2.2 Solucgdes Irrigadoras no Tratamento de Canal Radicular

O uso de solugbes irrigadoras é essencial no decorrer do tratamento
endodontico, uma vez que € a Unica maneira de realizar a desinfeccéo de areas nao
tocadas por instrumentos nas paredes do canal radicular [4]. Somado a isto, 0
processo de irrigacdo € extremamente importante para impedir o acumulo de detritos
de dentina no 4pice do conduto, e a extrusdo de microrganismos para o0s tecidos
periapicais [35]. Acredita-se que esses detritos acumulados podem atuar como
isolamento protetor para o biofilme subjacente [36, 37]. Os microrganismos que
permanecem vidveis apds a instrumentacdo mecanica e a acdo quimica dos irrigantes
sd@o os principais causadores de falhas p6s o tratamento endoddntico primario, ou
retratamento ndo cirdrgico [37, 38]. Sendo assim, € essencial que as solucdes

irrigadoras cumpram quesitos basicos a fim de garantir a eficacia do tratamento.

As caracteristicas ideais das solu¢des irrigadoras incluem agéo antimicrobiana
contra um amplo espectro de microrganismos; inativacdo de fatores de viruléncia,
desintegracdo de biofilme; dissolu¢do de tecido pulpar; remocédo de detritos duros
acumulados; auséncia de efeitos adversos locais e sistémicos; auséncia de
toxicidade, biocompatibilidade, ampla disponibilidade a baixo custo, e capacidade de
fluir para estruturas inacessiveis sem enfraquecer a estrutura dentéria [5, 39]. No
entanto, ndo ha atualmente uma solucéo irrigadora que disponha simultaneamente,

de todas estas caracteristicas ideais em conjunto.

1.2.2.1 Hipoclorito de Sodio

O hipoclorito de sdédio (NaOCI) é atualmente o irrigante mais utilizado no
tratamento de canal radicular, sendo considerado o padr&o ouro dentre as solucdes

irrigadoras disponiveis [5, 40]. Sua ampla utilizacdo se deve, em grande parte, pela
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eficaz acdo antimicrobiana, e por possuir uma capacidade Unica de dissolucao de
tecido pulpar [41]. Tais acdes sdo de suma importancia, visto que a permanéncia de
tecido pulpar remanescente pode fornecer condi¢cdes ideais para sobrevivéncia e
proliferagdo de microrganismos [7]. Sendo assim, devido ao seu mecanismo de agao,

é largamente utilizado durante o preparo quimico mecanico.

Os efeitos quimicos produzidos pelo NaOCI se déo pelo cloro livre disponivel,
que se apresenta na forma de acido hipocloroso (HOCI-) e ions hipoclorito (OCI-).
Estas moléculas levam a degradacéo e hidrélise de aminoacidos quando em contato
com o grupo amino de proteinas. O acido hipocloroso ao entrar em contato com o
tecido organico age como solvente, liberando cloro. A reacdo entre o cloro e o grupo
amino interfere no metabolismo celular. Além disso, o cloro tem acdo antimicrobiana
ao inibir enzimas bacterianas, causando uma oxidacao irreversivel dos grupos
sulfidrila de enzimas essenciais [41]. Outro fato relevante nas propriedades do
hipoclorito de sédio € que o pH béasico, encontrado em NaOCI de 2% a 5% [42], altera
a integridade da membrana citoplasméticas das células bacterianas, ocasionando
lesGes quimicas em componentes organicos e afetando o transporte de nutrientes,
por meio da degradacéo de fosfolipidios e acidos graxos insaturados da membrana

citoplasmatica [40, 41].

7

O hipoclorito de sédio é encontrado para uso na endodontia em diversas
concentracfes, ndo existindo ainda um consenso de concentracao ideal para uso
durante o tratamento endoddntico. Entretanto, observa-se que a capacidade de
dissolucdo do NaOCI é dependente de concentracdo e tempo de contato [43, 44].
Zhejun Wang, et al. (2020), em um estudo in vitro, perceberam que NaOCI| 2%
dissolveu menor quantidade de biofilme, quando comparado a NaOCIl 6%, durante o
mesmo periodo de 32 minutos [43]. Siqueira JF Jr, et. al. (2000), comparou, através
de métodos de cultura, a reducdo bacteriana intracanal in vitro de Enterococcus
faecalis ap0s instrumentacéo e irrigagdo com solugdes de NaOCl a 1%, 2,5% e 5,25%
e obteve uma quantidade de reducao de acordo com a concentragao decrescente das
solucdes, porém sem diferenca estatistica significativa entre elas [45]. Anos depois,
Forough Reyhani M, et. al. (2017), avaliando o efeito antimicrobiano do NaOCI
também em concentragfes de 1%, 2,5% e 5,25% em biofilmes de diferentes idades,
formado apenas por Enterococcus faecalis, observou, através de microscopia

eletrbnica de varredura, que havia presenca de bactérias nos canais expostos apos a
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irrigacdo com NaOCI 1%, enquanto nenhuma bactéria foi encontrada nos grupos de

concentracéo 2,5% e 5,25%, em mesmas condicbes ambientais [46].

Além da concentracdo, outro fator que pode afetar a agdo antimicrobiana e a
capacidade de dissolucéo tecidual é a temperatura de uso da solucdo e a presenca
ou nao de agitacdo. Stojicic et al. (2010) em um estudo in vitro, avaliaram a capacidade
de dissolucéo de tecido bovino com a utilizagéo de hipoclorito de sédio em diferentes
concentracdes: 1%, 2%, 4% e 5,8%, em temperatura ambiente, e aquecidos a 37 °C
e a 45 °C, com e sem agitacdo soénica, ultrassdnica e por pipetagem. Apos a exposicao
as solucdes, a dissolucéo tecidual, medida pela perda de peso, foi maior de acordo
com as maiores concentracées e maiores temperaturas. A agitacdo proporcionou a
dissolugcdo mais rapida do tecido. Além do mais, a perda de peso tecidual foi
significativamente maior em ambas as temperaturas testadas quando utilizadas em

conjunto com algum método de agitacéo [44].

A dissolucéo tecidual impacta ndo apenas o tecido pulpar, como também o
tecido dentinario das paredes do canal radicular, devido aos seus componentes de
natureza organica, o alterando de maneira irreversivel, ocasionando alteracoes fisicas
e mecanicas negativas a estrutura dentéria, como formag¢@o de microfissuras e
diminuic&o da resisténcia a flexdo e do modulo de elasticidade [47, 48]. Um estudo in
vitro avaliando a microdureza da dentina ap0s a irrigacdo com NaOCI 2,5% e NaOCI
6%, por periodos de 5, 10 e 20 minutos mostrou que o NaOCl em ambas as
concentra¢gdes diminuiu a microdureza dentinéria em todos os periodos, ndo obtendo
diferenca significativa apenas entre o grupo controle e NaOCI 2,5% apds 5 minutos.
Ademais, NaOCI a 6% diminuiu a microdureza de forma mais acentuada a uma

distancia de até 1500um do limen do canal.

Um efeito indesejado, considerado uma das principais complicacbes do
tratamento endoddntico, possiveis de acontecer apds o uso de hipoclorito de sodio, é
a dor pés-operatéria. Tal fato pode ter diversas origens, nos quais a extrusao da
solucéo pode ser uma das principais, uma vez que o NaOCI é considerado citotoxico
aos tecidos periapicais, e pode desencadear uma reacao inflamatoria, principalmente,
24 horas apos o tratamento [40, 49]. Um estudo visando avaliar clinicamente a
presenca e a intensidade de dor de acordo com a concentra¢cdo, mostrou que néo
houve diferenca estatistica em relacdo a estes parametros quando comparados a

NaOCI nas seguintes concentracdes: 2,5%, 5,25% e 8,25%, entretanto, a maior taxa
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percentual de dor pos-operatoria foi de NaOCI 5,25%, seguido de NaOCI 8,25% [50].
Uma maneira proposta recentemente para evitar a extrusdo apical, e
consequentemente, reducéo dos sintomas pds-operatdrias do NaOCI é a utilizagédo de
sua formulacdo em gel. Entretanto, caso a extrusdo ocorra, é necessario verificar os
sinais e sintomas que o paciente apresenta a fim de definir a gravidade das lesGes

teciduais.

Em lesGes leves, apos a extrusdo, o paciente pode apresentar dor de baixo
grau, equimoses localizadas e inchaco. Tais efeitos podem ser tratados
imediatamente com aspiracdo do NaOCI do canal radicular, irrigacdo com solucéo
salina; anestesia local para alivio da dor, inser¢do de hidréxido de célcio como
medicamento intracanal e selamento da cavidade [51]. Posteriormente, recomenda-
se prescrever analgésicos e anti-inflamatoérios alternados; descongestionante nasal,
caso 0 seio maxilar esteja envolvido, e possivelmente antibidticos para prevenir
infecgbes secundarias [51]. Além disso, € essencial orientar o paciente sobre o uso
de compressas frias nas primeiras 24 horas e realizar radiografia periapical para
acompanhamento. Em caso de lesbes graves, caracterizada por dor intensa
prolongada, inchaco difuso, ulceracdo ou necrose da mucosa, e/ou déficits
neurolégicos, é fundamental encaminhar para unidade hospitalar. Caso haja
comprometimento das vias aéreas com dificuldade respiratéria, € imprescindivel o

atendimento de emergéncia [51].

1.2.2.2 Clorexidina

A clorexidina (CHX) é uma molécula simétrica de bis-biguanida, que possui
duas cadeias de cloroguanida conectadas por uma cadeia central de hexametileno e
carrega duas cargas positivas em pH fisioldgico [52]. A CHX pode atuar como agente
antimicrobiano em diversas fases do preparo do canal radicular, tais como:
desinfeccdo do campo operatorio, solugdo irrigadora durante o preparo quimico-
mecanico, medicacdo intracanal, e desinfeccdo de cones para obturacdo [53]. Se
apresenta como solucao liquida ou gel, e € largamente utilizada como antisséptico
devido a sua eficacia de amplo espectro, e por possuir substantividade e baixa
irritacéo [54].
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O mecanismo de acao bactericida da clorexidina se pela da pela interacdo da
substancia com a membrana celular bacteriana [11, 54]. Em concentracdes altas (2%),
a ligacao eletrostatica de suas moléculas catibnicas com a parede celular bacteriana
de carga negativa ocasiona ruptura da mesma, posterior precipitacdo e coagulagao
de proteinas citoplasmaticas, e consequentemente, morte celular [11]. Em
concentracbes baixas (0,2%), tem um efeito bacteriostatico, por causar apenas
alteracdo da integridade da membrana celular e vazamento dos componentes
bacterianos [11]. A CHX é bem aceita na odontologia por seu bom efeito

antimicrobiano, em especial, em relacdo ao Enterococcus faecalis.

Alguns estudos concluiram que o digluconato de clorexidina € téo eficaz quanto
o hipoclorito de sédio na reducéo da infecdo bacteriana. Vianna, M. E., et. al. (2004)
avaliou a acdo antimicrobiana do gel e da solucdo liquida de clorexidina nas
concentracbes de 0,2%, 1% e 2%, comparando com hipoclorito de sodio nas
concentracdes de 0,5%, 1%, 2,5%, 4% e 5,25% e constatou que a clorexidina, liquida,
em todas as concentracdes, e gel 2%, eliminou todos os microrganismos em até 1
minuto, enquanto apenas o NaOCI 5,25% eliminou todos 0s microrganismos em
menos de 1 minuto, as demais concentracdes levaram tempo superior a 5 minutos
para matar todos os microrganismos avaliados. No entanto, concluiram que ambos os
produtos, clorexidina e NaOCI, séo antimicrobianos eficazes que podem ser utilizados
como irrigantes no tratamento endodéntico [55]. Ruksakiet K, et. al. (2020) em uma
revisdo sistematica de ensaios clinicos randomizados avaliaram estudos que
compararam o efeito dos irrigantes CHX e NaOCI, tendo como desfecho a reducao
bacteriana avaliada por métodos de cultura ou métodos moleculares, e concluiram
gue ambos apresentam eficacia semelhante, através de mecanismos de acdes
diferentes [56]. Entretanto, ha controvérsias quanto ao seu uso como irrigante Unico
no tratamento endodoéntico, uma vez que nao possui capacidade de dissolucéo de

matéria organica ou inorganica [4, 54].

Estudos avaliando a acao da clorexidina em biofilmes, observaram que hd uma
menor desintegracdo do biofilme quando utilizada a CHX, comparado ao NaOCI [57,
58]. Del Carpio-Perochena A, et. al., (2014) avaliou a espessura de biofilme orais,
cultivados em bloco de dentina bovina e mantidos em aparelho ortodéntico intraoral,
apos o tratamento in vitro com NaOCI em diferentes concentragbes e CHX 2%, e

percebeu que o biofilme tratado com clorexidina ndo obteve efeito em sua espessura,
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nao havendo diferencas estatisticas significativas entre os grupos de CHX 2% e as
amostras pré-irrigacao, considerado grupo controle [58]. Demais pesquisadores, com
0 objetivo de avaliar a arquitetura do biofilme apdés o uso de irrigantes, cultivou,
conjuntamente, Streptococcus oralis e Actinomyces naeslundii em amostras de
biofilmes de hidroxiapatita e os expds as solucées de NaOCI 2%, clorexidina 2%
(CHX), e acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 17%, por 60 segundos. Em
seguida avaliou a remoc¢ao do biofilme com tomografia de coeréncia Optica, realizou
teste de compressao de baixa carga, e visualizagdo em microscopia confocal de
varredura a laser. Como resultado, observou que a CHX foi ineficaz, causando um
rearranjo na estrutura do biofilme ao invés de remocédo, enquanto NaOCI demonstrou

maior eficacia na remocéao de biofilme, comparado aos demais irrigantes [57].

Uma propriedade peculiar do digluconato de clorexidina é a substantividade. A
substéancia liga-se a hidroxiapatita do esmalte e da dentina e € liberado lentamente,
proporcionando um efeito antimicrobiano prolongado [11]. Mahendra et al. (2014)
compararam a substantividade antimicrobiana de solugbes de CHX nas
concentracfes de 0,1%, 1% e 2%, através da instrumentacdo do canal radicular
juntamente com irrigacdo de CHX nas concentracdes teste. Com auxilio de pontas de
papel coletou amostras em intervalos de 12 horas, 1 dia, 2 dias e 3 dias, e em seguida
realizou ensaio microbiolégico em placas de agar, com Streptococcus mutans,
verificando a acdo antimicrobiana apos os sobrepor as pontas de papel nas placas
agar e medir as zonas inibitérias. Ao fim do experimento, concluiu que a
substantividade antibacteriana foi maior de acordo com a maior concentragdo de
clorexidina, assim sendo, CHX 2%, seguida de CHX 1% e 0,1% [59]. Entretanto, mais
estudos em relagcéo sobre o tempo de permanéncia da clorexidina no canal radicular

apos a irrigacdo sao necessarios para verificar os efeitos clinicos desta propriedade
[5].

O uso da clorexidina requer cautela no decorrer do tratamento endodéntico se
associado ao uso de hipoclorito de sédio [5]. E crucial evitar tal combinagao, pois essa
mistura pode resultar na formacao de um precipitado de coloragdo marrom-alaranjada,
potencialmente toxico, semelhante a para-cloroanilina, reconhecida por seu potencial
cancerigeno e genotoxico [60]. Esse produto também pode causar descoloracéo
dentéria, e interferir na obturacéo do canal radicular [5, 7]. Tentativas com protocolos

de irrigacdo modificados, utilizando EDTA 17%, agua deionizada, e tiossulfato de
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sédio a 5%, como irrigantes intermediarios, para prevenir a formacao do precipitado,
foram investigadas [61]. O tiossulfato de sddio foi o mais eficaz, mas ainda ndo ha um
consenso claro sobre um protocolo que elimine completamente tal situagdo [61].
Métodos como o uso de metanol e 4cido acético a 1 mol/L foram testados para
dissolver o precipitado formado apds a reacdo entre o hipoclorito de sodio e a
clorexidina; entretanto, o metanol ndo € adequado para uso in vivo, e 0 acido acético
dissolve o precipitado, embora mantenha a coloragdo marrom [62]. Portanto, € mais
recomendavel evitar a formacao do precipitado do que tentar dissolvé-lo apds sua

formacdo.
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1.3 OBJETIVOS DA DISSERTACAO DE MESTRADO

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o potencial antimicrobiano de

solucdes fitoterapicas para uso como solucdes irrigadoras em endodontia.

1.3.1 Objetivos Especificos

e Realizar um levantamento de estudos publicados que contenham dados
acerca do potencial de extrato de plantas na composi¢cao de solucdes
irrigadoras;

e Avaliar os irrigantes utilizados durante a terapia endodontica;

e Avaliar in vitro a eficacia antimicrobiana de uma solucdao irrigadora

endodontica experimental.
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2 CAPITULO 2 — O POTENCIAL DE EXTRATO DE PLANTAS NA COMPOSICAO
DE MATERIAIS ENDODONTICOS: UMA REVISAO NARRATIVA

RESUMO

A busca por materiais com aceitavel biocompatibilidade e atividade antimicrobiana
eficaz, tem levado a descoberta de diversos fitoterdpicos que podem ser alternativos
ao uso de produtos tradicionais no tratamento endodéntico. A presente revisdo
narrativa visa realizar um levantamento sobre a temética de produtos fitoterapicos na
endodontia, a fim de atualizar os profissionais a cerca da possibilidade de uso dessas
solugBes na rotina clinica. Foi realizada uma busca nas bases de dados PubMed,
Scopus e Scielo utilizando uma estratégia de busca com os termos (“natural product”
AND endodontic) sem restricdo de idioma ou data de publicacdo. Foram incluidos
estudos que abordassem o uso de produtos naturais na endodontia. A pesquisa
bibliografica inicial recuperou 83 estudos e apds a remocao de duplicatas, 27 estudos
foram selecionados para compor a revisdo. Os estudos apresentam dados a cerca
dos procedimentos endoddnticos de capeamento pulpar, desinfeccdo, obturacdo e
terapia endodoéntica em dentes dedicuos. Conclui-se que o uso de extrato de plantas
na composicdo de formulacdes para uso endodontico tem apresentado resultado
promissores, porém mais estudos laboratoriais e, posteriormente, clinicos séo
necessarios para aplicacdo dos fitoterapicos na rotina clinica.

Palavras-chave: Tratamento do Canal Radicular, Endodontia, Medicina Herbaria,

Produtos Naturais.
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2.1INTRODUCAO

O uso de produtos naturais no tratamento de doencas constitui um dos pilares
fundamentais da origem da medicina moderna [1]. Os medicamentos fitoterapicos, por
sua vez, sao formulacdes compostas por materiais vegetais, processados ou crus,
contendo elementos de uma ou mais plantas com propriedades medicinais [2].
Enquanto isso, o conceito de fitoterapia é dado a pratica terapéutica que se utiliza de
farmacos cujos principios ativos sédo derivados de plantas ou de seus componentes,
tendo origem no conhecimento e no uso popular. As plantas utilizadas para tal fim séo
tradicionalmente referidas como medicinais [3]. Nos Ultimos anos, estes produtos tém
conquistado relevancia na comunidade médica e odontologica, devido a
biocompatibilidade, a alta atividade antimicrobiana, e a propriedades antioxidantes e

anti-inflamatérias [1].

Os fitoterapicos podem ser apresentados para uso na forma de solucbes
aguosas, solucdes hidroalcodlicas, infusdes, comprimidos, capsulas, pomadas ou gel.
Além do mais, destaca-se pelo baixo custo e pela acessibilidade a populacéo [4]. No
Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) recomendou a elaboragdo de politicas
nacionais voltadas a insercao da mecidina complementar e alternativa aos sistemas
de saude, com foco na atencdo primaria, através da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) [5]. Essa politica traz diretrizes e a¢fes para
realizacdo de servicos e utilizacdo de produtos relacionados a acupuntura,
homeopatia, plantas medicinais e fitoterapia. Enquanto na Odontologia, a fitoterapia
foi regulamentada em novembro de 2008 pelo Conselho Federal de Odontologia, pela
resolucao n® 082/2008, concedendo reconhecimento ao trabalho do cirurgido-dentista

nas praticas integrativas e completares de saude bucal, tal como a fitoterapia [6].

O emprego de materiais a base de extrato de plantas na area da endodontia se
desenrola no decorrer do tratamento endodontico. Estes produtos sdo desenvolvidos
com a finalidade de realizar a limpeza e desinfeccdo de canais radiculares, atuar como
medicamentos intracanais, servir como cimentos seladores e facilitar a remocéo de
material obturador [7]. A busca por novos materiais, com aceitavel biocompatibilidade
e atividade antimicrobiana eficaz, tem levado a descoberta de diversos fitoterapicos

que podem ser alternativos ao uso de produtos tradicionais no tratamento
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endodontico. No entanto, se analisados isoladamente, os estudos de tais descobertas
nao fornecem informacdes suficientes para andlise critica e aplicacdo na pratica
clinica. Sendo assim, a presente revisdo narrativa visa realizar um levantamento sobre
a teméatica de produtos fitoterdpicos na endodontia, com énfase em solucbes
irrigadoras, a fim de atualizar os profissionais a cerca da possibilidade de uso dessas

solugdes na rotina clinica.

2.2 METODOLOGIA

Foi realizada uma busca nas seguintes bases de dados: PubMed, Scopus e Scielo
utilizando uma estratégia de busca com os termos (“natural product” AND endodontic)
sem restricdo de idioma ou data de publicacdo. Foram incluidos estudos que
abordassem o uso de produtos naturais ha endodontia, e excluidos aqueles utilizados
em outras especialidades odontolégicas, ou que ndo estivessem relacionados com o0s
tecidos pulpares e periradiculares e o tratamento de canal radicular. Os resultados

foram agrupadas de acordo com os procedimentos clinicos endodénticos.

2.3 RESULTADOS

A pesquisa bibliogréfica inicial recuperou 83 estudos: 45 do PubMed, 38 do
Scopus, e 0 do Scielo. Ap6s a remocao de duplicatas, 27 estudos foram incluidos na

presente revisdo narrativa (imagem 1).

PubMed PubMed Scielo
45 38 0
TOTAL
83

—> Duplicados: 56

FINAL
27

Imagem 1 — Selec¢édo dos estudos
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2.3.1 Capeamento Pulpar

Dos diversos procedimentos realizados na préatica clinica, um de extrema
relevancia para a sobrevida dentaria € o capeamento pulpar, na qual o componente
reparador deve estimular biologicamente as células odontoblasticas e proporcionar a
formacao de tecido duro sobre a polpa exposta [8]. O material de escolha com ampla
aceitacdo para a realizacao de tal procedimento € o hidroxido de calcio. Entretanto,
ha como desvantagens no seu uso o efeito caustico ocasionado na polpa e uma ma

qualidade de ponte dentinaria formada abaixo do Ca(OH)2 [9].

Uma das alternativas naturais propostas para o recobrimento pulpar € o uso de
acemanana, um componente extraido das folhas de aloe vera. Siriporn
Songsiripradubboon, et. al. (2015) comparou respostas clinicas, radiograficas e
histoldgicas, imediatamente e ap0s seis meses, entre o uso de acemanana e hidroxido
de calcio utilizado no capeamento pulpar direto de 47 dentes deciduos, proximos a
esfoliacdo. Imediatamente, ambos 0s grupos testados apresentaram sucesso clinico.
ApoOs seis meses, a taxa de sucesso clinico e radiografico foi de 72,7% para o0 grupo
tratado com acemanana e 70% para o grupo tratado com hidréxido de calcio.
Histologicamente, 77% do grupo acemanana demonstrou nenhuma ou leve
inflamacédo no local de exposicéo, 44% formaram ponte dentinaria completa e 33%
ponte dentinéria parcial. Enquanto no grupo Ca(OH)2, todos os dentes apresentaram
inflamag&o pulpar moderada ou grave, nenhum dente obteve formagédo de ponte
dentinaria completa e em 40% houve uma formacéao parcial. Em suma, os resultados
sugerem que acemanana oferece uma alternativa promissora para terapia pulpar de

dentes vitais [10].

2.3.2 Desinfeccéo e Solugdes Irrigadoras

Em situagdes na qual o diagndstico pulpar € irreversivel ou necrotico e requer
como tratamento a realizacdo do tratamento de canal radicular, é imprescindivel a
escolha de agentes irrigantes para limpeza e desinfecgédo dos condutos radiculares.
Atualmente, o primeiro irrigante de escolha é o hipoclorito de sodio, que apresenta

notavel atividade antimicrobiana e capacidade de dissolucdo de tecidos, entretanto,
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ha como desvantagem a potencial citotoxicidade [11]. A clorexidina, outro irrigante
comumente utilizado, apresenta bom espectro antimicrobiano, porém nado ha

desintegracgéo tecidual [12].

Um estudo com solucdes fitoterapicas, avaliou qualitativamente o crescimento
bacteriano apds o uso de triphala, formulacao fitoterapica da uniéo de trés frutas secas
em po (Terminalia bellerica, Terminalia chebula e Emblica officinalis), e demonstrou
inibicdo completa de crescimento em biofilme de Enterococcus faecalis de trés
semanas. Outro fitoterapico testado como irrigante no estudo foram os polifenois de
ché verde (Camellia sinensis), este diminuiu o crescimento bacteriano, porém nao
apresentou inibicAo completa. O hipoclorito de sodio a 5% apresentou atividade
antimicrobiana superior aos demais, no entanto, visto as caracteristicas indesejadas
do NaOCI, o uso dos fitoterapicos ainda se apresenta como uma alternativa vantajosa
[13].

Tyagi SP, et. al. (2013), ao comparar a atividade antifingica in vitro de solucdes
de prépolis, morinda citrifolia, e azadirachta indica (neem) contra biofilmes de Candida
albicans, verificou que os grupos tratados com neem e propolis exibiram maior eficacia
contra o0 microrganismo, sendo que propolis teve acdo semelhante ao NaOCI 5%, sem
diferenca estatistica entre eles, sugerindo uma alternativa promissora como irrigante
radicular [14].

O quadro 1, abaixo, exibe outros compostos fitoterapicos que tem sido
estudados para serem utilizados na desinfeccdo do conduto radicular durante a

terapia endodontica [15] .
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Quadro 1 - Alternativas fitoterapicas estudadas como materiais em endodontia. Adaptado de:
Vishnuvardhini.S, Sivakumar A, Ravi V, Prasad A. S, Sivakumar J. S. Herbendodontics—Phytotherapy

In Endodontics: A Review. Biomed Pharmacol J 2018;11(2).

Nome Nome Ingrediente Aplicacao Efeito
Cientifico comercial ativo
Azadiarachta Neem (diversos Nimbina, Irrigacao - Antibacteriano
indica produtos nimbidinina,
comerciais) nimbolide e acido
nimbidinico
Melaleuca Tea tree (diversos | Terpinen-4-ol e a- Irrigacéo/ - Antibacteriano
alternifélia produtos terpineno desinfetante | - Antifingico
comerciais) cavitario
Curcuma Acafrdo da terra Curcuminéide, Irrigacao/ - Antimicrobiano
longa linn (diversos produtos | tumerona, atlantona | medica¢do | - Anti-inflamatorio
comerciais) e zingiberona - Antioxidante
- Anticarcinogénico
- Antimutagénico
- Antifangico
- Anticoagulante
Morinda citrifolia Noni (diversos Acubin, L- Irrigacao - Antimicrobiano
produtos asperuloside, - Antitumorais
comerciais) atizarin e - Anti-inflamat6rias
anthraquinone - Analgésicas
- Anti-helminticas
Triphala Triphala (diversos | Taninos, quinonas, Irrigacéo/ - Bacteriostético
(Terminalia produtos flavondides, acido medicacdo | - Bactericida
bellerica, comerciais) gélico e vitamina C
Terminalia
chebula e
Emblica
officinalis)
Syzigium Cravo da india Eugenol, Irrigacdo - Antioxidante
aromatium (diversos produtos isoeugenol e - Antibacteriano
comerciais) vanilina - Anédino
Acécia nilotica Acacia nilética Taninos, Irrigacao - Antimicrobiano
(diversos produtos compostos - Antioxidante
comerciais) fendlicos, 6leos - Antifingico
essenciais e - Antiviral
flavonoides - Antibiético
Allium sativa Alho (extrato de Alicina Irrigacéo/ - Antimicrobiano
alho — diversos medicagéo
produtos
comerciais)
Zingiber Gengibre (extrato | Zingerone, gingerol Irrigacéo/ - Anti-inflamatério
officinale glicolico de e 6-shagoal medicacdo | - Analgésico
gengibre — diversos - Antipirético
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produtos - Antimicrobiano
comerciais) - Hipoglicémico
Prépolis Extrato de prépolis Flavonodides e Irrigagéo/ - Antioxidante
(extrato glicélico de | derivados do acido medicacdo | - Antiviral
propolis - diversos cinamico - Anti-inflamatério
produtos - Antibacteriano
comerciais) - Antifangico
- Antitumoral
- Imunomodulador
Aloe barbadenis [Aloe vera (diversos Aloina e Irrigagéo/ - Antibacteriano
produtos aloe-emodina medicacdo/
comerciais) desinfetante
cavitario
Agaricus Cogumelo (diversos Plectasina, Medicagcdo | - Imunomodulador
bisporus produtos confuentina, - Anti-inflamatério
comerciais) grifolina e - Antiviral
neogrifolina - Antioxidante
- Antimicrobiano
Arctium lappa Bardana (6leo de Lactonas Medicagdo | - Antibacteriano
raiz de bardaba — | sesquiterpénicas e - Antifangico
diversos produtos insulina - Antiplaquetério
comerciais) - Antioxidante
- Diurético
- Ansiolitico
Glycyrrhiza Alcacuz / Regaliz / Composto Irrigacao/ - Anti-inflamatério
glabra Raiz doce (diversos triterpendide, medicagdo | - Antiviral
produtos Glicirrizina - Anticancerigeno
comerciais)
Vaccinium Cranberry (diversos| Flavondides, acidos Irrigagéo - Antibacteriano
macrocarpon produtos fendlicos, - Antimicrobiano
comerciais) antocianinas e
taninos
condensados
Psidium guajava | Goiaba (diversos Guajaverin Irrigagéo - Anti-inflamatério
produtos - Antimicrobiano
comerciais) - Antioxidante
- Antimutagénico
Riccinus Ricino (Endoquil - Acido ricinoléico Irrigacéo/ - Antimicrobiano
communis Poliquil, Polimeros medicagéo
Quimicos LTDA,,
Araraquara, S8o
Paulo, Brasil)
Citrus aurantium | Petitgrain (diversos| Limoneno, linalol, Irrigacéo/ - Antimicrobiano
produtos —Ocimeno, medicacdo/ | - Antioxidante
comerciais) sabinene solubilizagdo
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As substancias auxiliares, muita das vezes, possuem boa atividade
antimicrobiana, porém pouca capacidade de remocdo dos detritos gerados apos o
preparo quimico-mecanico, sendo necessarias substancias quelantes para remogao
da camada de esfregaco [16]. O EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) é uma
solucdo quelante comumente utilizada para este fim, uma vez que sua reacdo com
ions calcio na dentina ocasiona a quelacéo do calcio, promovendo a descalcificacao
da dentina [17]. Como desvantagem, pode apresentar erosfes dentinarias e
diminuicdo da microdureza [18].

Um estudo recente avaliou a eficacia da decoccdo de folhas de morinda
oleifera, em concentracdes de 2,5% e 5%, na remocao da camada de esfregaco, apds
0 preparo dos dentes, irrigagcao, e posterior visualizagdo em microscopia confocal, em
comparacao com NaOCI 2,5% e EDTA 17%, e verificou que a moringa 2,5% e 5%
tiveram efetividade semelhante e ambas foram mais eficazes que NaOCI 2,5% e

EDTA 17% na remocao da camada de esfregaco [19].

2.3.3 Participacéo de Oleos Essenciais nos Cimentos Endodénticos

A fim de se alcancar o objetivo da terapia endodéntica, de conter infec¢des, é
desejavel a utilizacdo de materiais obturadores que apresentem ideal capacidade de
vedacao e propriedades antimicrobianas, uma vez que h& evidéncias que sugerem
gue mesmo apos o tratamento endodéntico alguns microrganismos podem persistir,
interferindo na cicatrizacdo e no reparo apical [20]. Neste contexto, Dos Santos DC,
et. al. (2021) avaliou a atividade antimicrobiana dos 0Oleos essenciais de Mentha
piperita e Tagetes minuta, e da tintura de Bixa orellana adicionados em cimentos
endodonticos. A atividade antimicrobiana foi testada contra Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans e Candida albicans, através da avaliagdo da concentracao
inibitéria minima, por micro diluicdo em caldo e contato direto. Apds o0 experimento,
observaram que as propriedades fisicas dos cimentos, como tempo de pega, grau de
conversao, estabilidade dimensional, radiopacidade, fluidez e espessura nao foram
influenciadas pela adicdo dos extratos fitoterdpicos. Quanto a atividade
antimicrobiana, todos os cimentos experimentais tiverem efeito antimicrobiano sobre
E. faecalis, sendo que T. minuta inibiu totalmente o crescimento apés 1 hora de

incubacdo. Em C. albicans, o cimento T. minuta demostrou efeito antifUngico apos 24
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horas, enquanto os demais ndo tiveram efeitos significantes. Ademais, para S.
mutans, 0os cimentos T. minuta e B. orellana tiveram consideravel efeito antimicrobiano

apoés 24 horas [21].

Em situacdes clinicas onde ha falha do tratamento endoddntico primario, faz-
se necessario a remocao do material obturador para inicio de um novo tratamento. O
material obturador comumente utilizado na prética clinica é a guta-percha. Alguns
Oleos essenciais se mostraram eficazes em sua solubilizagéo, juntamente os cimentos
endodonticos utilizados, dentre eles, destaca-se o 6leo de laranja (Citrus aurantium),
tea tree (Aetheroleum melaleuca) e o eucalipto (Eucalyptus globulus) [22]. Estes 6leos
se mostraram eficientes, sendo uma alternativa a materiais tradicionais, tal como o

cloroférmio [22].

2.3.4 Terapia Endodéntica em Dentes Deciduos

O desenvolvimento de pesquisas sobre produtos naturais com propriedades
terapéuticas tem avancado significativamente nos ultimos anos, e em especial para
uso em tratamento endodéntico de dentes deciduos. Vitali FC, et. al. (2022),
realizaram uma revisdo de escopo coletando informacdes sobre a seguranca e
eficacia de tais produtos a fim de verificar se a pratica clinica em dentes deciduos tem
evidéncia cientifica suficiente. Apds a busca na literatura e aplicacdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo, 37 estudos foram selecionados para a analise qualitativa. No
geral, 17 produtos naturais foram investigados, com as finalidades de: medicamento
para pulpotomia, solucéo irrigadora, medicamento intracanal e material obturador de
canal radicular. Grande parte dos estudos revelou eficacia semelhante entre os
fitoterapicos e os produtos sintéticos tradicionais, utilizados como comparativos,
entretanto, muitos estudos apresentaram vieses metodoldgicos. Sendo assim,
concluiram que as evidéncias disponiveis ainda sdo insuficientes para a aplicacao de
produtos naturais de forma segura. O que enfatiza, ndo apenas para odontopediatria,
como também para a pratica clinica em geral, a necessidade de mais estudos com

fitoterapicos para utilizacdo destes produtos naturais na rotina clinica.
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2.4 DISCUSSAO

A presente revisao de literatura foi conduzida a fim de realizar um levantamento
sobre a tematica de produtos fitoterapicos na endodontia e compilar informacdes
acerca da possibilidade de uso desses produtos na rotina clinica. Os estudos
analisados demonstraram que produtos a base de extratos de plantas podem ser
utilizados em diversas etapas do tratamento endoddntico. Dentre esses, ha maior
quantidade de extratos experimentais sendo avaliados para uso no processo de
desinfeccdo dos condutos radiculares, como solucdes irrigadoras ou medicamentos
intracanais.

Muitos produtos naturais se mostraram promissores na erradicacdo de
microrganismos em estudos in vitro. Melander RJ, et. al. (2022) observaram, em
diversos estudos, que muitos destes produtos sao eficazes na inibicdo de biofilmes
orais [23]. Embora os mecanismos de ac¢ao ainda n&o séo totalmente compreendidos,
sabe-se que os fitoterdpicos podem atuar nas principais fases de desenvolvimento do
biofilme: adeséo, proliferacdo, maturacdo e dispersdo [24]. Além disso, a terapia
herbal da medicina tradicional chinesa tem sido utilizada h4 anos no tratamento de
diversas doencas orais comuns, apesar de ser pouco compreendida por profissionais
ocidentais [25].

Dentre as vantagens de utilizar produtos fitoterapicos estdo o baixo custo e a
ampla disponibilidade. Para sua comercializacéo, é essencial que o fitoterapico esteja
registrado no Ministério da Saude [26]. Ha no Brasil um composto baseado no extrato
de Ricinus communis, Endoquil, (detergente de 6leo de ricino), que ja se encontra em
comercializacdo com a finalidade de irrigacdo de canais radiculares no tratamento
endodéntico [27]. Os demais fitoterapicos possuem formulacdes comerciais, porém
para usos diversos, ainda estando em fase experimental para serem utilizados durante
a terapia endodontica, muitos deles apresentando resultados promissores para uso
clinico.

O produto natural mais utilizado, dentre os estudos analisados foi o prépolis,
tendo sua atividade antimicrobiana avaliada em 6 estudos, de forma isolada ou
combinada com outros materiais, em concentracdes que variaram de 5% a 25% [28-
33]. O grande interesse em seu uso se deve, possivelmente, pelo seu efeito

antibacteriano dos flavonoides que atuam no processo de sintese de DNA ou RNA
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bacteriano [34]. Além disso, ha extensas avaliacdes sobre o propolis em outras areas
medicinais, comprovando sua eficacia como medicamento fitoterapico, e fornecendo
embasamento para a investigacdo de sua eficacia na endodontia [35].

A seguranca quanto a biocompatibilidade néo foi testada na maior parte dos
estudos, porém nos ensaios clinicos realizados com criancas nédo foram relatas
condi¢cbes graves apis o uso de materiais fitoterapicos. Embora o sucesso clinico
tenha sido obtido em alguns ensaios clinicos randomizados, ndo se pode estimar
completamente os efeitos adversos e as complicacbes sistémicas e locais
ocasionadas por incidentes relacionados aos compostos a base de extrato de plantas.

Em suma, presume-se que Sao necessarios mais estudos que avaliem a
eficacia de produtos naturais para uso como materiais endodénticos, investigando sua
concentracdo inibitéria minima e a concentracdo que ocasiona a toxicidade e
estimacéao dos possiveis efeitos adversos em casos de incidentes com tais produtos.
Ademais, os produtos avaliados até o momento apresentam resultados promissores
que podem futuramente ser opcdes viaveis para substituicdo de produtos sintéticos

utilizados atualmente.

2.5 CONCLUSOES

O uso de extrato de plantas na composicdo de formulacdes para uso
endodéntico vem aumentando nos ultimos anos, e os resultados obtidos até o
momento sdo promissores. No entanto, a maior parte dos estudos disponiveis se
encontram no nivel de estudos laboratoriais, e ainda assim ha poucos estudos
referentes ao mesmo fitoterapico, com a finalidade comprovar sua eficacia. Desse
modo, mais estudos sdo necessarios para a confirmacdo da efetividade dos

fitoterapicos e sua posterior utilizagcdo no meio clinico.
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3 CAPITULO 3 - EFICACIA DE UMA SOLUCAO IRRIGADORA
EXPERIMENTAL BASEADA EM TEA TREE AND PETITGRAIN OILS CONTRA
BIOFILME MICROBIANO: UM ESTUDO COMPARATIVO IN VITRO

RESUMO

Introducéo: O sucesso do tratamento endoddntico é dependente de multiplos fatores
que visam a eliminacdo da microbiota cultivavel nos canais radiculares, e 0 uso de
solucdes irrigadoras € imprescindivel. Objetivo: avaliar a eficacia antimicrobiana da
associacao dos 6leos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (Citrus
aurantium) como solucéo irrigadora do canal radicular. Métodos Um biofilme mudltiplo,
composto por Stretococcus mutans, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, e Candida albicans foi exposto as solucdes irrigadoras em trés grupos
experimentais: solucao fitoterapica 100%, clorexidina (CHX) 2%, hipoclorito de sédio
(NaOCl) 2,5%, e em um grupo controle, composto por meio de cultura. Foi avaliada a
viabilidade dos microrganismos atraves dos experimentos de MTT e LIVE/DEAD com
posterior visualizacdo em microscopia confocal e de varredura (MEV). Resultados: O
teste ANOVA revelou diferenca estatistica significativa em ensaio MTT, entre a média
da quantidade de microrganismos viaveis ap0s a exposicao aos irrigantes testados (p
= 0,000, F = 330,8), assim como na viabilidade avaliada em teste LIVE/DEAD (p =
0,000, F = 248,38). A microscopia de varredura mostrou maior reducao do biofilme
apos exposicdo a NaOCl 2,5%, seguido de solucdo fitoterapica e CHX 2%.
Conclusédo: Os Oleos essenciais se mostraram neste estudo eficazes contra os
microrganismos organizados em biofilme multiplo, superior a clorexidina 2%, porém,
com acdo antimicrobiana inferior ao NaOCI 2,5%. A busca por novas solucdes
irrigadoras ainda é essencial no campo da endodontia, uma vez que ainda ndo ha no
meio clinico nenhum irrigante do canal radicular que proporcione conjuntamente todas
as caracteristicas ideais desejadas.

Palavras-chave: Tratamento do Canal Radicular, Endodontia, Oleo de Melaleuca,

Citrus, Hipoclorito de Sédio, Clorexidina.
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3.1 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodéntico é dependente de mdultiplos fatores que
visam a eliminacdo da microbiota cultivavel nos canais radiculares [1, 2]. Entretanto,
alguns desafios sdo encontrados no processo de desinfec¢éo, tais como a presenca
de biofilmes microbianos aderidos as superficies dentinarias e a complexidade
anatdOmica do sistema de canais de radiculares, pela presenca de istmos, canais
acessorios ou ramificacbes apicais, inacessiveis aos instrumentos durante a
preparacdo mecanica [3, 4]. Desta forma, a fim de se obter a eficaz desinfec¢do do
canal radicular e prevenir reinfec¢cdes, o uso de solu¢des irrigadoras faz-se necessario

no decorrer do tratamento endodontico [1, 3].

A presenca de microrganismos e seus produtos sdo 0s principais responsaveis
por infecgdes pulpares e periapicais, em especial, quando organizados em biofilmes,
induzem o surgimento da periodontite apical [5]. As células bacterianas quando
organizadas em biofilmes sdo consideradas formadoras de habitat, uma vez que ao
gerar a matriz extracelular formam uma base fisica para o crescimento e estabilidade
do biofilme subsequente, o que o difere de microrganismos de vida livre. Algumas
propriedades derivam desta forma de auto-organizacdo complexa, tais como:
gradientes localizados que favorecem a diversidade de habitat, obtencéo de recursos
por sorcéo, retencdo de enzimas que proporcionam a digestéo, interacdes sociais, e
resisténcia a exposicdo de antibidticos e antimicrobianos [6]. A organizacdo de
microrganismos em mudltiplas camadas incorporados em substancia polimérica
extracelular produz diversas condicGes de resisténcia a agentes antimicrobianos [7].
Sendo assim, além de irrigacdo abundante durante do preparo quimico-mecanico, €
essencial que o irrigante contenha propriedades especificas como amplo espectro de
acao antimicrobiana, inativacdo de fatores de viruléncia, e em especial, ruptura de

biofilme com auséncia de efeitos adversos [3].

As solugdes irrigadoras amplamente utilizadas atualmente na pratica clinica
séo o hipoclorito de sédio (NaOCI), e o digluconato de clorexidina (CHX). Ambas
apresentam um bom espectro de agdo, entretanto, possuem desvantagens como a

caracteristica caustica do NaOCI, preocupante em casos de extrusdes inadvertidas, e
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a incapacidade da clorexidina de dissolucéo de tecidos necroticos e menor efetividade
em bactérias gram-negativas [1, 3]. Kasidid Ruksakiet, et al. (2020), em uma reviséo
sistematica e meta-anélise, comparando clinicamente a eficacia antimicrobiana de
hipoclorito de sodio e clorexidina, concluiram que ambos reduziram significativamente
a carga microbiana dos canais radiculares, mas ndo completamente, ainda
necessitando de agentes antibacterianos mais potentes [8]. Apesar de tais
conhecimentos, ainda ndo ha no meio clinico nenhuma solucéo irrigadora do canal
radicular que proporcione conjuntamente todas as caracteristicas ideais, ou ao menos
um bom espectro antimicrobiano associado a uma biocompatibilidade aceitavel com
os tecidos periapicais. Nesse contexto, torna-se plausivel a investigacdo de novas

substéancias irrigadoras para uso durante o preparo quimico-mecanico.

Solucdes fitoterapicas adquiriram destaque nos ultimos anos na area médica e
odontoldgica devido suas caracteristicas anti-inflamatérias e analgésicas, [9]. Tais
caracteristicas tém sido relatadas nos 6leos essenciais de tea tree e petitgrain. O tea
tree é extraido das folhas de Melaleuca alternifolia, e é conhecido tradicionalmente
contra infec¢cdes microbianas. Seu uso tem se mostrado eficaz na odontologia como
potente antimicrobiano na reducéo da placa dentaria e da inflamacéo gengival quando
avaliado como integrante na composicdo de enxaguantes bucais [10, 11]. Algumas
pesquisas apontam que o 6leo de tea tree € biodegradavel, biocompativel, e
apresenta pouca resisténcia microbiana [12]. Além disso, as reacdes graves sdo
extremamente raras na auséncia de ingestdo [13]. Em consonéancia, o 6leo de
petitgrain tem sido descrito como eficaz antimicrobiano e potente antioxidante devido
ao alto teor de limoneno presente em sua composi¢ao [14]. Em um estudo in vitro, 0
Oleo de Petitgrain (citrus aurantium) foi eficaz no crescimento e na ruptura de biofilmes
de Streptococcus mutans [14]. A associacao fitoterapica dos Oleos de tea tree e
petitgrain, acrescido de stévia, um adocante natural, compde o enxaguante bucal
Inphoral, o qual foi modificado para avaliacdo de seu potencial antimicrobiano e é a
solugcdo experimental deste estudo. A mesma formulacdo também se encontra
disponivel comercialmente na forma de gel bucal para utlizacgdo em bebés.
Entretanto, ndo ha na literatura evidéncias suficientes para a pratica clinica em relagéo
ao potencial antimicrobiano destes 6leos essenciais como solucgéo irrigadora do canal

radicular na terapia endododntica.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/melaleuca
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antimicrobial-resistance
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Sendo assim, objetivo do presente estudo € avaliar in vitro a eficacia
antimicrobiana da associacédo dos 6leos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia)
e Petitgrain (citrus aurantium) como solugdo irrigadora experimental em biofilme
multiplo, composto por Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans, em comparacdo com NaOCl 2,5% e solucdo de
digluconato de clorexidina 2%. A hipotese nula € de que ndo ha diferenca entre as

solugdes quanto a eficicia antimicrobiana.

3.2 METODOLOGIA

O presente estudo in vitro foi realizado seguindo as Diretrizes CRIS (lista de
verificacdo para relatorios de estudos in vitro) [15]. As etapas metodoldgicas foram
realizadas no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da Saude e no
Laboratério de Biotecnologia, no Instituto de Ciéncias Biologicas, ambos na

Universidade de Brasilia.

3.2.1 Cepas Bacterianas e Fungica

As cepas bacterianas utilizadas neste estudo foram Streptococcus mutans
ATCC 25175 (Manassas, VA, USA), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Manassas,
VA, USA), e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27843 (Manassas, VA, USA), e a cepa
fungica Candida albicans ATCC 10231 (Manassas, VA, USA). As caracteristicas

gerais dos microrganismos encontram-se no quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas gerais dos microrganismos utilizados no estudo.

Microrganismo ATCC Coloracdo Gram Morfologia
Streptococcus mutans 25175 Gram positiva cocos
Enterococcus faecalis 29212 Gram positiva cocos

Pseudomonas aeruginosa 27843 Gram negativa Bacilos
Candida albicans 10231 Gram positivo Dimorfico:
levedura ou
filamentoso.
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3.2.2 Meios de Cultura e Condigbes de Crescimento

O preparo do meio de cultura Brain Heart Infusion agar (BHI; Kasvi,Madri,
Espanha) foi realizado a partir de 7,8g de meio de cultura em p@, solubilizados em
150mL de &gua destilada, em tubos de vidro. De forma semelhante, para o preparo
do meio Sabourraud Agar (BHI; Kasvi,Madri, Espanha), 6,59 do meio de cultura em
po foram diluidas em 100mL de agua destilada. Os tubos foram vedados com papel
pardo e colocados em autoclave a 120 °C para esterilizacdo. Apds o processo de
esterilizacdo a solucdo preparada foi depositada em placas de petri com cerca de

3mm de altura, de forma a cobrir uniformemente o fundo da placa.

Os microrganismos armazenados a -80 °C, foram transferidos para fluxo
laminar, onde permaneceram por 10 minutos, até obter temperatura ambiente. Em
seguida, as bactérias foram estriadas em BHI agar (BHI; Kasvi, Madri, Espanha) e
incubadas estaticamente a 37 °C por 24 horas. Por conseguinte, o fungo estriado em
meio Sabourraud agar (BHI; Kasvi, Madri, Espanha) e incubado em condi¢des
estaticas, por 48 horas a 30 °C.

ApOs crescimento em meio agar, uma colbnia isolada de cada cepa bacteriana
foi removida e inoculada em 10mL de caldo BHI preparada a partir de 11,1g de Brain
Heart Infusion Broth (BHI; Kasvi, Madri, Espanha) em pg, diluidos em 300mL de 4gua
destilada, e uma coldnia isolada fungica inoculada em 10mL de caldo sabourraud
Broth (Kasvi, Madri, Espanha), advindos da diluicdo de 6g de Sabourraud em 600mL
de 4gua destilada. Ambos preparados de acordo com as proporc¢ées indicadas pelo
fabricante. Os pré-indculos foram levados para agitacdo em shaker (Thermo scientific
MAXQ 6000, Canada, USA) por 24 horas, a 37 °C para cepas bactérias, e a 30 °C

para cepa fungica, por 48 horas.

3.2.3 Formacéo de Biofilme Multiespécie

Para o crescimento do biofilme multiplo foi definida a uma densidade o6ptica
(D.O.) de 0.3 para cada um dos microrganismos, com aproximadamente 1,2.108
UFC/mL em absorbancia de 600nm em espectrofotbmetro (SpectraMax M3,

Dispositivos Moleculares, Sunnyvale, CA, EUA) [16]. A fim de realizar a contagem da
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quantidade de UFC, foram plagqueados 20uL de in6culo diluido (1:5000) com pérolas
de vidro em agar BHI para cepas bactérianas, a 37 °C por 24 horas, e em agar
sabourraud para cepa fungica, a 30 °C por 72 horas. Apos o periodo de incubacao, as
colbnias isoladas foram contadas manualmente e foi realizado o seguinte célculo para
quantificacdo em microlitros: UFC/mL = n° de colbnias x diluicdo x 1/ volume inoculado
(mL).

Resumidamente, os biofilmes foram crescidos em suportes produzidos por
impressao 3D. O total de 28 suportes foram acondicionados nos po¢os de uma placa
de cultura de 12 pocos. Os in6culos foram adicionados seguindo as etapas a seguir:
O inéculo de Steptococcus mutans foi adicionado em cada poco, e incubado em
condicdes aerdbicas em shaker a 37 °C por 48 horas em meio de cultura BHI Broth
(BHI; Kasvi, Madri, Espanha). ApGs este periodo, o caldo inoculado foi retirado, e 0.3
OD de Enterococcus faecalis foi adicionado e incubado por 24 horas, em semelhantes
condi¢bes. Em seguida, o material foi substituido pelo in6culo de Candida albicans, o
qual permaneceu por 48 horas a 30 °C e o meio de cultura foi substituido por meio
caldo sabourraud Broth (Kasvi, Madri, Espanha). Apos 48 horas da adicdo de C.
albicans, o meio de cultura caldo sabourraud Broth (Kasvi, Espanha) foi removido e o
in6culo de P. aeruginosa foi adicionado, o qual permaneceu em estufa com agitacédo
em shaker por 24 horas a 37 °C. Passado o periodo de 24 horas seguintes, 0 meio de
cultura BHI Broth (BHI; Kasvi, Madri, Espanha) foi retirado e o meio de cultura foi

renovado com caldo BHI, pelo mesmo periodo de 24 horas.

3.2.4 Exposicao aos Antimicrobianos

ApoOs o periodo de incubacéao e formacao do biofilme, as amostras dos biofilmes
foram alocadas aleatoriamente em trés grupos: hipoclorito de sodio 2,5% (controle
positivo), clorexidina 2% e solucdo advinda da associacéo dos 0leos essenciais de tea
tree e petitgrain a 100%. A solucao fitoterapica experimental deste estudo € uma
modificacdo do enxaguante bucal Inphloral. O controle negativo foi composto por
solugdo DPBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

As amostras de biofilme multiespécie foram expostos aos antimicrobianos, em
temperatura ambiente, em um total de 3,5mL de solugdo em cada poc¢o, na placa de

12 pocgos, por 45 minutos, com agitacdo em shaker, com excec¢do do hipoclorito de
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sédio, o qual permaneceu por 5 minutos em shaker. Apds a exposicao, as amostras
de biofilmes foram transferidas para as respectivas placas de trabalho de cada

experimento.

3.2.5 Ensaio MTT

A viabilidade dos microrganismos foi avaliada através do ensaio MTT (3-4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5- brometo de difeniltetrazdlio). Apos a exposicdo as solucdes, as
amostras de biofilmes foram lavadas passivamente em 1mL de solucdo salina
tamponada com fosfato (DPBS Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Em
seguida, as amostras de biofilmes foram transferidas para novas placas de 12 poc¢os
contendo 3mL de MTT em solucdo de PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em

cada poco. As placas foram entédo incubadas por 4 horas a 37 °C.

ApOs o periodo de incubacédo, as amostras foram retiradas da solucdo de MTT
e transferidas para tubos epperdorfs de 1mL contendo alcool isopropilico acidificado
(alcool isopropilico, HCI 0,04N, Sigma-Aldrich) para realizacdo de enxague. Por
seguinte, 150uL do soluto, obtido apds o enxague, foi plagueado em triplicata em
placa de 96 pocos e levados para leitura em espectrofotobmetro (SpectraMax M3,
Dispositivos Moleculares, Sunnyvale, CA, EUA) a um comprimento de onda de

570nm. Os valores obtidos das absorbancias foram registrados em planilhas Excel.

3.2.6 LIVE/DEAD e Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM)

A quantificacdo de microrganismos vivos e mortos foi realizada através da
analise da viabilidade bacteriana e visualizacdo de imagens em CLSM. Apos a
exposicdo, as amostras de biofilmes revestidos por biofilme multiespécie foram
enxaguados em solucdo DPBS, e corados utilizando o kit LIVE/DEAD BacLight
Bacterial Viability L7007 (BacLightTM bacterial viability kit, Molecular Probes, Oregon,
USA). A coloracao foi realizada utilizando os corantes SYTO 9 e iodeto de propidio,
preparada conforme as instru¢cdes do fabricante. O corante SYTO 9 é visualmente de
cor verde, representativo de microrganismos vivos, enquanto o iodeto de propidio é
visualmente de cor vermelha, o qual representa microrganismos mortos. Durante a

preparacao foram utilizadas 3mL de agua destilada estéril, com 9ul de SYTO 9 e 9ul
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de iodeto de propidio. A solucéo foi depositada em 3 pocos de uma placa, contendo
1mL em cada poco. Em seguida, as amostras de biofiimes foram transferidas para
estes pocos, no qual permaneceram por 15 minutos, protegidos de luz externa. Apos
este periodo em contato com os corantes, cada amostra foi lavada suavemente com
DPBS para remocéo de particulas residuais. As amostras de biofilmes corados foram
montadas em laminas de vidro para escaneamento e visualizacado das imagens em
um microscopio confocal de varredura a laser (Leica TCS-SP5 IlI; Leica Microsystems,
Mannheim, Germany), com emissao de comprimento de onda entre 480-500nm para
a coloracdo SYTO 9 e 490-635nm para o iodeto de propidio. As imagens dos biofilmes
foram adquiridas pelo software Zen 2.3 (blue edition) e analisadas e quantificadas
usando o software Image J (ImageJ software, National Institutes of Health). A eficacia
antimicrobiana das solucdes foi determinada a partir da seguinte férmula: area de

microrganismos vermelha / rea total de microrganismo x 100.

3.2.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras de biofilmes cultivados com biofilme multiespécie destinados para
analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) passaram pelas seguintes
etapas: fixacdo com solucédo Karnovsky (2% paraformaldeido, 2% glutaraldeido, 5mM
CaClz, 3% sacarose em tampé&o Cacodilato de Sédio) por 24 horas, em refrigeragéo,
a fim de estabilizar e preservar a organizacdo dos microrganismos. Apos 24 horas
imersas na solucao, as amostras de biofilmes foram transferidas para uma placa de
12 pocos contendo Tampédo Cacodilato de Soédio trihidratado (C2HsAsNaO2). Em
seguida, as amostras foram P6s-fixadas em Tetréxido de Osmio (OsO4) 2% na capela
de fluxo laminar. As amostras de biofilmes foram mantidas 30 minutos nessa solucéo.
Em seguida, as amostras foram desidratadas com acetona durante 10 minutos em
cada uma das seguintes concentragdes: 50%, 70%, 90% e 100%, sendo realizada por
duas vezes a etapa na ultima concentracdo. A secagem final das amostras foi obtida
no equipamento secagem ao ponto critico (BalTec CPD 030, Balzers, Liechtenstein).
As amostras passaram por processo de metalizacdo para prover a condutividade da
superficie das amostras, sistema conhecido como “sputtering”. As amostras de
biofilmes foram montadas nos “stubs”, com fitas adesivas dupla face de carbono,
ajustando-se a melhor orientagéo da amostra para a posicédo desejada. Uma cobertura

fina de ouro de aproximadamente 10nm de espessura foi aplicada sobre as amostras,
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as quais foram inseridas no microscopio JEOL (JSM-7001F, Akishima, Tokyo, Japan)
para avaliacdo da presenca de células sobre as amostras de biofilmes. As imagens
dos biofilmes foram adquiridas pelo software JEOL Serving Advanced Technology, em
aumentos de 3000x e 15000x.

3.2.8 Anélises Estatisticas

Os dados foram exportados para planilhas Excel (Office 2007, Microsoft) e as
analises estatisticas foram realizadas no software Stata IC 17.0® (StataCorp, College
Station, TX, USA). Inicialmente foi realizado calculo amostral para determinagéo do n,
no programa G*Power (HHU, Dusseldorf, Alemanha), o n obtido foi 8. A fim de
aumentar a forca do estudo o n minimo utilizado foi 15. Em seguida, o teste Shapiro-
Wilk foi realizado para observar a normalidade dos dados. A fim de verificar a diferenga
entre grupos, em células bacterianas por biofilme, foi realizada a andlise unidirecional
de variancia (ANOVA), e as diferencas intergrupos foram identificadas a partir de
comparacdes multiplas do teste de tukey-Kramer. A significancia estatistica foi fixada

em um nivel de confianca de 95% e o nivel de significancia foi fixado em p <0,05.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Ensaio MTT

O teste de normalidade Shapiro-wilk apresentou distribuicdo normal entre os
dados de todos os grupos quanto a viabilidade microbiana calculada apds o ensaio
MTT. A andlise unidirecional de variancia (ANOVA) revelou diferencas
estatisticamente significativas na média da quantidade de microrganismos viaveis
apos a exposicao aos irrigantes testados (p = 0,000, F = 330,8) (imagem 1). O teste
post-hoc de Tukey-Kramer demonstrou que o escore médio do grupo controle foi
significativamente maior do que o dos demais grupos (99,24; + 13,50), assim como o
grupo CHX 2% (34,53; + 3,01) e o grupo tratado com solucao fitoterapica (31,42; +
5,28), em comparacao com o grupo NaOCl 2,5% (2,57; £ 0,35). No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos CHX 2% e solucdo fitoterapica
(p = 0,98).
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Figura 1 - Viabilidade de microrganismos ap0s a exposi¢cdo aos irrigantes e ensaio MTT.
Letras minusculas diferentes indicam presencga de diferenca estatistica significativas (p <
0,05). Grupo controle = amostras imersas em meio de cultura puro.

3.3.2 LIVE/DEAD e Imagens CLSM

O teste de normalidade Shapiro-wilk indicou que os dados de todos os grupos
apresentaram distribuicdo normal quanto a atividade antimicrobiana calculada apo6s
experimento de LIVE/DEAD. A analise unidirecional de variancia (ANOVA) revelou
diferencas estatisticamente significativas na média da quantidade de microrganismos
viaveis ap0s a exposicao aos irrigantes testados (p = 0,000, F = 248,38) (figura 2). O
teste post-hoc de Tukey-Kramer mostrou que houve diferenca estatisticamente
significativa entre todos os grupos avaliados (p = 0,00).

Imagens representativas das amostras de biofilme apds tratamento s&o
apresentados na figura 3. Nas amostras sem tratamento, imersas em meio de cultura
puro, o biofilme se apresenta denso, com maior concentracdo de coldnias verdes
agrupadas e areas minimas vermelhas, representativas de microrganismos mortos
(fig. 3A e 3B). O escore médio de atividade antimicrobiana do grupo controle foi
significativamente menor comparado demais grupos (16,81; + 5,95) (p = 0,00).

Nas amostras tratadas com solucao fitoterapica, os microrganismos presentes

no biofilme apresentaram maior quantidade de fluorescéncia vermelha em
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comparacao com a area verde, além de exibirem grupamentos microbianos mais bem
delimitados em comparacédo a massa de biofilme dos demais grupos (fig. 3C e 3D).
Houve aumento significativo na atividade antimicrobiana (56,58; £ 5,91) (p = 0,00).

O grupo de amostras imersas em solucdo de clorexidina a 2% apresentou
menor atividade antimicrobiana em comparacdo com os biofilmes tradados com a
solucéo fitoterapica (p = 0,02) (49,46; + 6,21). As imagens de microscopia confocal e
o gréfico de fluorescéncia mostram areas de biofilme denso com proporcoes
semelhantes de verde e vermelho (fig. 3E e 3F).

A maior atividade antimicrobiana foi observada pelo biofilme tratado com
hipoclorito de sédio a 2,5% (81,20; + 8,59), sendo significativamente maior que 0s
demais (p = 0,00). A imagem de microscopia confocal mostra uma éarea de total
dissolucédo, e o grafico de fluorescéncia representa a area total sem microrganismos
(fig. 3G e 3H).
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Figura 2 — Fluorescéncia vermelha, representativa de microrganismos mortos, apos a
exposicdo aos irrigantes e teste LIVE/DEAD. Letras minUsculas diferentes indicam
presenca de diferenca estatistica significativas (p < 0,05). Grupo controle = amostras
imersas em meio de cultura puro.
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Figura 3 — Microscopia confocal de biofilme mdltiplo tratado com diferentes solugdes irrigadoras
endodonticas (verde: bactérias vivas; vermelho: bactérias mortas; preto: sem bactérias). (A) Imagem
de microscopia confocal de biofilme multiespécie ndo tratado, imerso em meio de cultura puro, por 45
minutos em agitacdo. (B) Grafico de fluorescéncia representativa da viabilidade microbiana de biofilme
sem tratamento. (C) Imagem de microscopia confocal de biofilme multiespécie tratado com solucéo
fitoterapica por 45 minutos em agitacdo. (D) Grafico de fluorescéncia representativa da viabilidade
microbiana de biofilme apds tratamento com solucgéo fitoterapica. (E) Imagem de microscopia confocal
de biofilme multiespécie tratado com solugéo de clorexidina a 2% por 45 minutos em agitagdo. (F)
Gréfico de fluorescéncia representativo da viabilidade microbiana de biofilme apds tratamento com
solucéo de clorexidina 2%. (G) Imagem de microscopia confocal de biofilme multiespécie tratado com
hipoclorito de sddio a 2,5% por 5 minutos em agitacdo. (F) Grafico de fluorescéncia representativo da
viabilidade microbiana de biofilme apds tratamento com hipoclorito de sédio a 2,5%.

3.3.3 Imagens MEV

Imagens de microscopia eletrénica de varredura das amostras de biofilme apoés
a imersao nas solucdes irrigadoras de tratamento sdo mostradas na figura 4. A figura
4A exibe a superficie do substrato totalmente coberta por um espesso depdsito de
microrganismos aglomerados, representando o biofilme na auséncia de tratamento.
Ha uma estrutura de microrganismos em multiplas camadas, com a presenca de
cocos, leveduras e bastonetes. A figura 4B, em maior ampliacéo, evidencia a relacéo
de Candida albicans e Streptococcus mutans, além de mostrar a presenca de matriz

extracelular préximos aos microrganismos.

O tratamento com solucéo fitoterapica dissolveu parcialmente os biofilmes e
expls parte do substrato subjacente. Observam-se aglomerados microbianos em
menor quantidade e sem a presenga de matriz extracelular (fig. 4C). Em maior
ampliacdo, sdo visiveis células bacterianas e fangicas dispersas, com uma maior
prevaléncia de C. albicans e a uma reducao expressiva de S. mutans, e P. auruginosa,
em comparacdo com o bioflme nado tratado (fig. D). Ademais, é notavel a
irregularidade da superficie dos microrganismos, evidenciando um aspecto poroso e

enrugado da membrana celular.

O biofilme exposto a clorexidina a 2% mantém o aspecto de aglomerados
microbianos intactos, semelhante ao biofilme nédo tratado. Ha dissolucdo parcial do

biofilme, de modo a expor o substrato subjacente, entretanto, multiplos aglomerados
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de microrganismos se encontram organizados (fig. 4E). Em maior ampliacéo, observa-
se em algumas células microbianas, pequenas particulas visiveis na superficie,
resultantes da ruptura celular parcial, exceto nas células de P. aeruginosa, nos quais
essas pequenas vesiculas sdo minimas. Além disso, € possivel observar a grande

guantidade de matriz extracelular envolvendo os microrganismos (fig. 4F).

Em contraste, as amostras tratadas com NaOCI 2,5% apresentam um substrato
livre de microrganismos, com biofilme completamente dissolvido, evidenciado pela
auséncia de aglomerados bacterianos (fig. 4G). Em ampliacdo, observam-se

pequenas quantidades de leveduras isoladas (fig. 4H).

| MEV menor magnitude ” MEV maior magnitude

)
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Figura 3 — Imagens representativas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de biofilme
multiplo com diferentes solucdes irrigadoras. (A) Imagem MEV de biofilme multiespécie nao
tratado, imerso em meio de cultura puro, por 45 minutos em agitacéo; magnitude de 3.000x. (B e
C) Ampliacdo de 15.000x de biofilme multiespécie nao tratado. (D) Imagem MEV de biofilme
multiespécie apds tratamento com solucéo fitoterapica, por 45 minutos em agitacao; magnitude
de 3.000x. (E e F) Ampliacao de 15.000x de biofilme multiespécie apods tratamento com solucéo
fitoterapica. (G) Imagem MEV de biofilme multiespécie apds tratamento com solucdo de
clorexidina a 2%, por 45 minutos em agitacdo; magnitude de 3.000x. (H e I) Ampliacdo de 15.000x
de biofilme multiespécie apos tratamento com solugdo de clorexidina a 2%. (J) Imagem MEV de
biofilme multiespécie apés tratamento com hipoclorito de sédio a 2,5%, por 5 minutos em agitagao;
magnitude de 3.000x. (K e L) Ampliacéo de 15.000x de biofilme multiespécie apds tratamento com
hipoclorito de sédio a 2,5%.

3.4 DISCUSSAO

O presente estudo in vitro foi conduzido a fim de investigar a eficacia
antimicrobiana da associacdo dos Oleos essenciais Tea Tree (Melaleuca
alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) como solucdo irrigadora do canal
radicular em biofilme multiplo, em comparac¢do com hipoclorito de sodio 2,5% e
solugcdo de digluconato de clorexidina 2%. Os resultados obtidos refutam a
hip6tese nula inicialmente levantada e revelam que h& diferenca quanto a eficacia
antimicrobiana entre as solucfes testadas. Dentre os parametros analisados,
observou-se maior efetividade na reducdo de microrganismos viaveis apés a
exposicdo do biofilme ao hipoclorito de sédio a 2,5%, seguido pela solugéo
fitoterapica de 6leos essenciais e, por fim, pela clorexidina a 2%.

O Hipoclorito de sédio 2,5% e a clorexidina 2% foram selecionadas como
solucdes irrigadoras comparativas a solucéo fitoterapica experimental devido ao
seu uso predominante na pratica clinica atual [3, 17, 18]. O presente estudo é
inovador ao avaliar o efeito antimicrobiano da combinacéo dos 6leos de tea tree e
petitgrain, em especial contra S. mutans, P. aeruginosa, E. faecalis e C. albicans,
organizados em biofilme mudltiplo. Sua composicdo na forma de liquido foi

preferida em comparacédo a mesma composicéo na forma de gel, visto que liquidos
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possuem maior capacidade de adentrar em locais de dificil acesso no sistema de
canais radiculares.

Os microrganismos selecionados para formar o biofilme mdultiplo neste
estudo foram S. mutans, E. faecalis, P. aeruginosa e C. albicans. Curiosamente,
ao analisar a organizacao entre esses microrganismos observa-se uma relacao
de antagonismo entre P. aeruginosa e C. albicans [19]: as células de P. aeruginosa
sao capazes de suprimir as hifas da Candida enquanto mantém a sobrevivéncia
das leveduras, possivelmente devido a presenca da toxina piocianina (PYO) que
altera a parede celular de C. albicans [20]. Além disso, as células de P. aeruginosa
aderem as superficies das hifas de C. albicans na presenca de moléculas de 3-
0x0-HSL (3-oxododecanoil-L-homosserina lactona), que sado mediadores do
sistema de quorum sensing Las de P. aeruginosa, ademais, a quantidade
crescente de 3-0xo-HSL esta associada a inibicdo da transicéo de levedura para
hifas de C. albicans [19]. Por outro lado, C. albicans inibe a motilidade de P.
aeruginosa, impacta a producdo de seus fatores de viruléncia e reduz seu
crescimento em concentracdes elevadas [21]. Além disso, C. albicans produz
etanol que estimula a adesdo e a formacdo de biofilme de P. aeruginosa [22].
Essas interacdes fundamentam a estratégia de formacao de biofilme multiplo com
C. albicans precedendo P. aeruginosa neste estudo, e os resultados observados
nas imagens de MEV confirmam a predominancia de leveduras, em comparacéo
as hifas fungicas.

Neste artigo, observou-se uma reducdo expressiva de biofilme apds
tratamento com a solucao fitoterapica experimental, especialmente na reducédo de
S. mutans. Esses achados estdo em consonancia com estudo anterior, no qual o
petitgrain (citrus aurantium) foi avaliado isoladamente quanto a sua efetividade
antimicrobiana contra S. mutans, demonstrando inibicdo de crescimento do
microrganismo em contato direto com baixa concentracdo do 6leo essencial
(0,3pug/mL). Enquanto em concentragcdo mais alta (7ug/mL), o potencial
antimicrobiano foi confirmado [14]. Tal efeito ocorre, possivelmente, devido a
interacdo de limoneno e o linalol, presentes no 6leo de petitgrain, com o0 S. mutans.

O 6leo essencial de petitgrain € capaz de diminuir a expressdo de mRNA
dos genes gftB, gftC, gbpB, comC, comD,e comE em S. mutans [14]. Esses genes

regulam as interagdes entre as células de S. mutans na formacéo do biofilme [23].
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O gene ¢ftB sintetiza polissacarideos contendo glucanos ligados a a-1,3,

facilitando a agregacdo em biofilmes estaveis, enquanto o gene gtfC codifica a
proteina GTFC, envolvida na sintese de glucanos ligados a a-1,3 e a-1,6
necessarios para a formacdo e estabilizacdo de biofilmes, e o gene gbpB esta
envolvido na agregacao célula-célula bacteriana oral, contribuindo para a adeséo
bacteriana e a formacéo da estrutura dos biofilmes [24, 25]. Ademais, 0s genes
comC , comD e comE codificam precursores do peptideo estimulador de
competéncia (CSP) que contribui para a formacéo de biofilme [23]. A diminuicao
desses genes, regulatérios de mecanismos cruciais na formacao de biofilmes de
S. mutans, podem explicar sua degradacdo significativa apds a exposicdo a
solucéo fitoterapica.

Outro achado relevante no presente estudo foi a alteracdo da membrana
celular das bactérias ap6s contato com a solucao fitoterapica de 6leos essenciais.
A membrana celular atua como uma barreira de protecdo para as atividades
metabdlicas. O Oleo tea tree é lipofilico e possui compostos hidrofilicos de
hidrocarboneto que prejudicam a capacidade estrutural e funcional da membrana
celular, alterando a permeabilidade e induzindo a formagé&o de poros na superficie
dos microrganismos [12, 26]. O terpinen-4-ol, composto essencial do dleo tea tree,
ao penetrar nas células bacterianas através das membranas citoplasmaticas
causa pressdo osmatica interna e a parede celular torna-se fraca, rompendo a
membrana com  subsequente perda do material citoplasmaético.
Consequentemente, ha a inibicdo da atividade metabdlica, ocasionando morte
celular [26, 27]. Os resultados do presente estudo confirmam estudos anteriores
gue demonstram que a células bacterianas foram danificadas apds tratamento
com Oleo tea tree, além de serem mais sensiveis ao Oleo fitoterdpico em
comparacao com C. albicans [12, 26, 28].

O sistema de canais radiculares proporciona um ambiente favoravel para a
proliferacdo de microrganismos e a formacao de biofilmes que podem resistir a
penetracdo e a ruptura por agentes antimicrobianos [5]. O biofilme apos
tratamento com clorexidina a 2% no presente estudo apresentou resisténcia a
degradacdo. Tal fato se deve, possivelmente, pela reacdo das moléculas de CHX,
carregadas positivamente, com a matriz extracelular carregada negativamente,

essa reacao causa colapso imediato dos polissacarideos da matriz superficial,
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resultando em uma pequena reducéao do volume do biofilme total [29]. Entende-
se que as interacdes ibnicas reduzem os coeficientes de difusdo, proporcionando
uma acdo mais superficial [29, 30]. Esta reacdo i6nica também ocorre na
superficie celular, causando danos irreversiveis a membrana plasmaética,
coagulacdo de proteinas citoplasmaticas e inibicdo de enzimas, ocasionando,
consequentemente, morte celular, sendo seu principal mecanismo antimicrobiano
[29, 31].

O tratamento com clorexidina induz alteragbes morfologicas mais
significativas em células microbianas sensiveis a CHX, enquanto células
resistentes ndo exibem danos estruturais [32]. A P. aeruginosa possui um
determinante de resisténcia a CHX que, possivelmente, justifica a auséncia de
danos estruturais apés o uso de clorexidina a 2% neste estudo. Foi relatado que
a P. aeruginosa possui um sistema de bombas de efluxo multidrogas, o0 MexCD-
Oprd, que é regulado positivamente apOs exposicdo a concentracdes
subinibitérias de CHX [33]. Este sistema atua expulsando o agente antimicrobiano
através de proteinas transmembrana formando canais para remocdo de
substancias toxicas do citoplasma e da membrana citoplasmaética [32, 34].

O uso de solucdes irrigadoras no canal radicular é essencial para 0 sucesso
do tratamento endodéntico [17]. O estudo presente corrobora com pesquisa
anterior ao demonstrar uma maior dissolucdo de biofilme multiplo apés o uso de
hipoclorito de sodio [30]. Zhejun Wang, et al. (2020), avaliaram o potencial
antimicrobiano do NaOCI em concentracfes de 2% e 6% em um experimento de
LIVE/DEAD, comparando-o com clorexidina a 2% em biofilme de placa dentéaria
com 3 dias de maturacdo. Os resultados mostraram uma reducéo de 94% apoés 2
minutos de contato com NaOCI a 6%, e 99% em 32 minutos. Em comparagéo, no
mesmo periodo, o NaOCI a 2% reduziu 90%, enquanto a CHX 2% reduziu 84%
de microrganismos, evidenciando uma reducdo significativamente maior com
NaOCIl em relagdo a CHX. No presente experimento LIVE/DEAD, o hipoclorito de
sodio a 2,5% demonstrou uma efetividade antimicrobiana de 81% em 5 minutos
de contato com as amostras de biofilme, enquanto a clorexidina apresentou 49,5%
apos 45 minutos, conforme evidenciado na sessao de resultados. A diferenga na
porcentagem de efetividade antimicrobiana entre os resultados do presente
estudo e o citado estudo de Zhejun Wang , et al. (2020) pode ser atribuida ao tipo

de biofilme utilizado, na presente pesquisa foram utilizadas cepas de
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microrganismos puros em biofilme de 7 dias de formacdo, enquanto Zhejun
Wang , et al. (2020) utilizaram biofilmes da cavidade oral cultivados por 3 dias,
sem sele¢do especifica de microrganismos, o que pode ter favorecido uma maior
acao antimicrobiana.

O periodo de exposicao aos irrigantes neste estudo foi de 45 minutos, em
agitacao, a fim de refletir o tempo clinico médio necessario para realizacado do
preparo biomecanico no tratamento endodontico convencional. A metodologia
utilizada considera que a solucéo irrigadora esteja em movimento, visto que na
pratica clinica esta ndo permanece estatica dentro do conduto radicular. O
hipoclorito de sédio, no entanto, permaneceu em contato com as amostras por
apenas 5 minutos. Embora esse tempo seja inferior ao dos demais irrigantes, a
observacgéo é valida, visto que o NaOCI necessita ser renovado constantemente
dentro do conduto durante o preparo quimico-mecéanico, uma vez que seu
mecanismo de acdo é decorrente do cloro livre disponivel ao inibir enzimas
bacterianas essenciais, entretanto, ao reagir quimicamente com biofilme, dentina
e tecido pulpar, h4 um rapido consumo do cloro livre disponivel, justificando sua
constante renovacao [35, 36].

Quanto as limitacdes do presente estudo, pode destacar a auséncia de
informacBes quanto a citotoxicidade e as propriedades fisicas das substancias
testadas. A metodologia empregada verificou apenas a atividade antimicrobiana
das solugdes em condi¢cdes experimentais. No entanto, mais estudos laboratoriais
sdo necessarios para verificar a seguranca da solucao fitoterapica testada, e os
efeitos nas propriedade fisico-quimicas ocasionadas a dentina e, posteriormente,
a realizacdo de ensaios clinicos antes da indicagdo ampla para uso clinico.

Os resultados do presente estudo sugerem que a solucao fitoterapica da
associacdo de Oleos essenciais de tea tree e petitgrain € uma alternativa
promissora para uso na endodontia como irrigante no tratamento de canais

radiculares.
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3.5 CONCLUSOES

A associacdo dos O6leos essenciais de tea tree (malaleuca alternifélia) e
petitgrian (citrus aurantium) se mostrou eficaz contra o biofilme multiplo composto por
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Candida
albicans, superior a clorexidina 2%, porém, com a¢ao antimicrobiana foi inferior ao
NaOCl 2,5%. Mais estudos sdo necessarios para verificar a citotoxicidade e as
propriedades fisicas da solu¢cdo em tecidos biolégicos e na estrutura dental, além de
aprofundar o conhecimento quanto aos mecanismos de acdo antimicrobiana da
solucdo. A busca por soluges irrigadoras que visem eficicia antimicrobiana aliada a
biocompatibilidade ainda é imprescindivel no campo da endodontia nos dias atuais.
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4. CAPITULO 4 — DISCUSSAO GERAL

4.1 DISCUSSAO GERAL

Diversos estudos publicaram dados consistentes a acerca do potencial uso de
extratos de plantas na composicao de solucdes irrigadoras na endodontia. A revisao
narrativa do presente estudo demonstrou que existe uma gama de fitoterapicos sendo
avaliados para uso nos procedimentos clinicos e que grande parte apresenta eficacia
semelhante ou superior a produtos sintéticos tradicionalmente ja utilizados. Em
relacdo as solucdes irrigadoras, a eficAcia antimicrobiana ainda € relativamente
inferior ao hipoclorito de sodio (NaOCI) nos estudos analisados, entretanto, deve-se
levar em conta os efeitos negativos do NaOCIl, que até o momento ndo foram

constatadas em solucdes fitoterapicas.

No estudo in vitro desta dissertacdo o NaOCI a 2,5% apresentou maior acao
antimicrobiana seguida da solucao fitoterapica composta pelos 6leos essenciais de
tea tree e petitgrain, e por fim pela clorexidina (CHX) a 2%. A diferenca estatistica
entre a solucéo fitoterapica e CHX 2% nao foi significativa apds o ensaio MTT. No
entanto, em experimento LIVE/DEAD a morte de microrganismos foi
significativamente maior apds o uso da solucédo irrigadora fitoterapica quando
comparado a CHX 2%, e o padréo de biofilme se apresenta menos denso nas imagens
de microscopia confocal, comparado ao biofilme apds tratamento com CHX. Além
disso, a microscopia de varredura evidencia a menor densidade de microrganismos
agrupados em biofilme pds uso de solucao fitoterapica, em relacdo a CHX 2%. Sabe-
se que a CHX apresenta uma a¢ao mais superficial no biofilme devido as interacées
ibnicas com a matriz extracelular, dificultando a penetracdo em camadas mais
profundas, o que justifica a permanéncia de mais microrganismos agrupados. Nesse
sentido, os compostos fitoterapicos da solucdo de estudo obtém vantagem, visto que
a acdo do petitgrain € direcionada para a diminuicdo de genes que controlam a
agregacao das bactérias em biofilme e o tea tree atua na diretamente na superficie
dos microrganismos promovendo o rompimento das membranas citoplasmaticas, e a
consequente morte celular. O resultado em conjunto dos experimentos realizados
neste estudo demonstra a eficacia da solucdo irrigadora experimental a base da

associagao dos 0leos esséncias tea tree e petitgrain.
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Outro ponto relevante se de considerar é que nao ha relatos na literatura acerca
de mecanismos de resisténcia microbiana em relacdo as solucbes fitoterapicas.
Diferentemente da solugéo de clorexidina, em que sdo descritos métodos de bombas
de efluxo presentes nas membranas de Pseudomonas para expulsao da solucdo. Este
€ um ponto positivo em relacdo aos fitoterapicos, mas que também merece maiores
investigacdes, visto a crescente taxa de resisténcia antimicrobiana a diversas

formulagdes atuais.

Para que os dados acerca desta dissertacdo se tornem mais conclusivos, séo
necessarios que mais estudos envolvendo os fitoterapicos em questdo sejam
realizados em biofilme mdltiplo, possivelmente abordando estes e mais
microrganismos relevantes nas doencas endodonticas, e em diferentes estagios de
formacdo, a fim de se obter um panorama geral dos mecanismos de acdo das
formulacbes. E partir disso, possa haver informacdes suficientes, e padronizadas,

para futuras revises sisteméticas da literatura.

4.2 CONCLUSOES

Em suma, os resultados obtidos nesta dissertacéo evidenciam que solucoes
irrigadoras a base de extrato de plantas sdo promissoras para uso na endodontia. No
entanto, mais estudos in vitro confirmatorios, e posteriormente, estudos clinicos, sdo
necessarios para validar a eficacia antimicrobiana e verificar o potencial citotoxico e
os efeitos fisicos destas solugBes. A associacdo dos Oleos de tea tree e petitgrain
foram eficazes contra bactérias organizadas em biofilme mudiltiplo e apresentam

potencial para uso como solucéo irrigadora no tratamento endodontico.
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5 CAPITULO 5 — PRESS RELEASE

O tratamento de canal radicular, necessario de ser realizado quando ocorrem
doencas irreversiveis na polpa do dente ou quando hd o comprometimento dos tecidos
ao redor da raiz dentaria, tem o objetivo de eliminar a infecgdo e prevenir novas
infeccbes. Para alcancar este objetivo, solucdes irrigadoras, capazes de matar
microrganismos sao utilizadas durante o tratamento. Essas solucfes precisam ser
potentes o suficiente para matar os microrganismos que estao dentro do dente, mas
suaves o bastante para ndo causar irritacbes ou maiores complicacdes. As solucdes
irrigadoras comumente utilizadas no tratamento de canal apresentam algumas
desvantagens em relacdo a acdo nos tecidos do dente e ao redor, bem como na
remocao dos microrganismos dos canais. Por este motivo, novas solucdes irrigadoras
estdo constantemente sendo avaliadas. Neste contexto, solu¢bes a base de extrato
de plantas tém sido investigadas. O primeiro artigo desta dissertacao revisou estudos
sobre diversas formulacdes a base de plantas testadas para uso em procedimentos
endodoénticos, revelando uma gama de produtos fitoterapicos com potencial para
substituir os produtos sintéticos atualmente utilizados. No segundo artigo, uma
solucao fitoterapica experimental, associando os 6leos de tea tree e petitgrain, que
possuem caracteristicas de atividade antimicrobiana e biocompatibilidade, foi avaliada
contra importantes microrganismos reunidos, presentes nas doencas endodénticas.
Os resultados demonstraram que a solucdo experimental apresentou significativa
acdo antimicrobiana. Revelando que esta solucdo a base dos 6leos essenciais pode
ser futuramente utilizada como solugéo irrigadora durante o tratamento de canal

radicular.



