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RESUMO

Contexto: Substancias quimicas auxiliares sdo necessarias para reduzir a carga
microbiana dos sistemas de canais radiculares. Ao longo do tempo, diversos agentes
quimicos tém sido preconizados para este proposito. Uma substancia ideal ou
associacOes delas deve eliminar bactérias, dissolver tecido necrético, lubrificar o
canal, remover a smear layer e ndo irritar os tecidos saudaveis. Diferentes substancias
quimicas auxiliares tém sido propostas e utilizadas, entre 0s quais o uso de hipoclorito
de sédio (NaOCI) nas concentracdes entre 0.5 y 5.25% para preparo quimico-
mecanico dos canais radiculares figura como conduta clinicamente aceitavel e
altamente eficaz. Deve-se ressaltar, no entanto, que o NaOCIl é um agente muito
caustico, inespecifico e citotdxico, outra solugcdo usada na endodontia é a clorexidina
(CHX), pois possui uma ampla gama de atividade antimicrobiana, substantividade
(atividade antimicrobiana residual) e citotoxicidade mais baixa do que NaOCI, mas nao
apresenta capacidade de dissolucdo do tecido. Nesse sentido, agentes fitoterapicos
estdo sendo estudados como substancias auxiliares alternativas, devido aos efeitos
adversos desses agentes. Recentemente foi langado ao mercado um produto que tem
propriedades que o tornam candidato como substancia auxiliar elaborada com 6leos
naturais de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium). Esse 6leo
possui propriedades antibacteriana, antiviral e antifingica e, ainda, analgésica.

Objetivo: O Objetivo deste estudo in vitro foi avaliar e comparar a atividade
antibacteriana e antifiingica da associacdo de 6leos essenciais Tea Tree (Melaleuca
alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) contra cinco cepas bacterianas e uma

fungica em estado plancténico normalmente identificadas no sistema de canais.

Material e métodos: Foram realizados testes em laboratério da solugcdo associacado
de 6leos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) -
Inphloral (fabricado por EMBATEK tecnologia em cosméticos LTDA) comparada com
as solucdes Hipoclorito 2,5%(NaOCI) (fabricado por ASFER LTDA.) e solucédo aquosa
de digluconato de clorexidina 2% (CHX) (fabricada por MAQUIRA). As substancias
foram colocadas em contato com as cepas de bactérias: Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans e o fungo Candida albicans. O crescimento bacteriano e do
fungo foi determinado por inspecao visual e absorbancia usando o espectrofotdmetro

de microplacas Epoch 2 BioTek.
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Resultados: Os resultados mostraram efeito antibacteriano e antifingico semelhante
para associacdo de Oleos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain
(citrus aurantium) (Inphloral) e hipoclorito 2,5% nos periodos de 1h e 6h de incubacéao.
O grupo solucdo aquosa de Clorexidina 2% foi estatisticamente menos eficaz

principalmente na primeira hora de incubacao.

Conclusdes: Os extratos da associacdo de Oleos essenciais Tea Tree (Melaleuca
alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) retirados da flora natural mostraram uma
boa propriedade antibacteriana e antifungica sendo tao efetivo quando comparado

com o hipoclorito de sddio 2,5% nas mesmas concentracoes.

Palavras-chave: Endodontia; irrigantes endododnticos; Hipoclorito de Sédio;
Clorexidina; Fitoterapia; Tea Tree (Melaleuca alternifolia); Petitgrain (citrus
aurantium).




ABSTRACT

Context: Auxiliary chemical substances are needed to reduce the microbial load of
root canal systems. Over time, several chemical agents have been recommended for
this purpose. An ideal substance or their combinations should kill bacteria, dissolve
necrotic tissue, lubricate the canal, remove the smear layer and not irritate healthy
tissue. Different auxiliary chemical substances have been proposed and used, among
which the use of sodium hypochlorite (NaOCI) at concentrations between 0.5 and
5.25% for chemical-mechanical preparation of root canals is a clinically acceptable and
highly effective approach. It should be noted, however, that NaOCI is a very caustic,
nonspecific and cytotoxic agent, another solution used in endodontics is chlorhexidine
(CHX), as it has a wide range of antimicrobial activity, substantivity (residual
antimicrobial activity) and cytotoxicity lower than NaOCI, but has no tissue dissolving
capacity. In this sense, herbal agents are being studied as alternative auxiliary
substances, due to the adverse effects of these agents. A product was recently
launched on the market that has properties that make it a candidate as an auxiliary
substance made with natural Tea Tree (Melaleuca alternifolia) and Petitgrain (citrus
aurantium) oils. This oil has antibacterial, antiviral, antifungal and analgesic properties.
Objective: The objective of this in vitro study was to evaluate and compare the
antibacterial and antifungal activity of the association of Tea Tree (Melaleuca
alternifolia) and Petitgrain (citrus aurantium) essential oils against five bacterial strains

and one fungal in planktonic state normally identified in the channel system.

Material and methods: Laboratory tests were performed on the association of Tea
Tree (Melaleuca alternifolia) and Petitgrain (citrus aurantium) essential oils - Inphloral
(manufactured by EMBATEK cosmetics technology LTDA) solution compared with the
solutions Hypochlorite 2.5 (NaOCI) (manufactured by ASFER LTDA.) and 2%
chlorhexidine gluconate (CHX) aqueous solution (manufactured by MAQUIRA). The
substances were placed in contact with bacterial strains: Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans and the fungus Candida albicans. Bacterial and fungal growth
was determined by visual inspection and absorbance using the Epoch 2 BioTek

microplate spectrophotometer.

Results: The results showed a similar antibacterial effect for the association of Tea

Tree (Melaleuca alternifolia) and Petitgrain (citrus aurantium) essential oils and 2.5%
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NaOCI in the 1h and 6h incubation periods. The 2% Chlorhexidine aqueous solution

group was statistically less effective mainly in the first hour of incubation.

Conclusions: The extracts of the association of Tea Tree (Melaleuca alternifolia) and
Petitgrain (citrus aurantium) essential oils taken from the natural flora showed a good
antibacterial and antifungal properties, being as effective when compared with 2.5%

sodium hypochlorite.

Keywords: Endodontics; endodontic irrigants; Sodium hypochlorite; Chlorhexidine;
Phytotherapy; Tea tree (Melaleuca alternifolia); Petitgrain (citrus aurantium)
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1. INTRODUCAO

O objetivo do tratamento de canal radicular é prevenir ou curar processos
infecciosos e inflamatorios no sistema de canais radiculares que podem se estender
a regido periapical. Portanto, microrganismos que invadiram o sistema de canais
radiculares devem ser removidos para facilitar o reparo [1]. Em geral, o objetivo de
qualquer estratégia de desinfeccdo na &rea da saude é reduzir a carga bacteriana a
um nivel subcritico para que a resposta imunolégica do paciente permita a cura [2,3].
O tratamento do canal radicular ndo é diferente onde a desinfec¢éo do canal radicular

€ considerada o pivd desta terapia [2,3].

O conhecimento anatébmico da cavidade pulpar e de seus canais radiculares
€ um pré-requisito para qualquer tratamento endodéntico; consequentemente, 0
conhecimento inadequado ou a falta dele, acarretam complicag6es durante a terapia
endodontica, prolongando o periodo de tratamento, podendo até criar um problema
ainda maior do que o inicial [4]. Para tratar a morfologia dos canais radiculares, é
necessario ter em mente que a raiz de um dente ndo possui apenas um ou dois
canais, mas o canal pode ser dividido em numerosos canais laterais e acessorios
(ramos). O conceito de "canal radicular" deve, portanto, ser substituido pelo termo
"sistema de canais radiculares” [4]. Estudos demostraram que a morfologia radicular
e do canal variam muito entre as populacdes, dentro das populacdes e até para o
mesmo individuo [3]. Estudos demonstraram que parte do espaco do canal radicular
frequentemente permanece intocada durante 0 preparo quimicomecanico,
independentemente da técnica e dos instrumentos empregados [5]. As areas
intocadas podem conter bactérias e substrato de tecido necrotico, embora a

obturacéo do canal radicular pareca ser radiograficamente adequada [6].

O sucesso do tratamento endoddntico, em grande medida, depende da
reducdo ou eliminacdo de microrganismos do sistema de canais radiculares. Para
tanto, o uso de solugdes auxiliares com propriedades antimicrobianas e antifangicas
adequadas durante o desbridamento e preparo do canal sdo considerados de

extrema importancia [1].
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1.1. JUSTIFICATIVA

De todas as substancias utilizadas atualmente, o hipoclorito de sédio (NaOCI)
parece ser o ideal, pois cobre mais requisitos para irrigante endodontico do que
qualquer outro composto conhecido. Mas existem ainda, algumas preocupacdes
no que diz respeito aos efeitos nocivos do NaOCI, como por exemplo o potencial

corrosivo e as reacdes alérgicas [1].

Outro dos irrigantes frequentemente utilizado na endodontia é o digluconato
de Clorexidina (CHX) 2%, a CHX n&o possui algumas das caracteristicas
indesejaveis do Hipoclorito de Sdédio, no entanto, ndo tem capacidade de
dissolver tecidos e, portanto, ndo pode substituir o hipoclorito de sédio, embora
as bactérias possam ser mortas pela CHX, o biofilme e outros residuos organicos
nao sdo removidos por ela, portanto, ndo pode ser usado como a uUnica solucao

de irrigacao [7].

Solucdes fitoterapicas podem ser interessantes substitutos para os agentes
irrigadores conhecidos pois na medicina e na odontologia tém sido utilizados
como agentes anti-inflamatdrios, antibiéticos, analgésicos e sedativos. Nos
altimos anos, no campo da periodontia e endodontia, varios extratos de plantas
como propolis, fruta noni, raiz de bardana e folha de nim tém sido usados como
medicamentos intracanal com excelentes resultados, abrindo uma nova funcao

para agentes fitoterapicos na terapia odontolégica global [8].
1.2. OBJETIVO

Avaliar in vitro a atividade antibacteriana sobre Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aureginosas, Staphylococcus Aureus, Streptococcus Mutans,
Streptococcus sobrinus e antifingica sobre Candida albicans, na forma
plancténica da associacdo de 6leos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia)
e Petitgrain (citrus aurantium) comparada ao hipoclorito de sodio 2,5% e solugéo

aquosa de digluconato de clorexidina 2%.
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2.  REVISAO DE LITERATURA
2.1. O SISTEMA DE CANAIS RADICULARES

O tratamento eficaz do canal radicular e a cirurgia endodontica requerem um
conhecimento profundo da anatomia do dente e da morfologia do canal radicular
para que 0s microrganismos e o tecido pulpar possam ser acessados e removidos e

as extremidades das raizes manejadas de maneira adequada [9].

Desde os primeiros trabalhos de Hess e Zurcher [10] até nos estudos mais
recentes foi demonstrado as complexidades anatdomicas do sistema de canais
radiculares e foi estabelecido que a raiz com um canal estreito e um unico forame
apical é a excecdo e nao a regra. Os investigadores encontraram forames multiplos,
deltas, canal acessorio e outras irregularidades na maioria dos dentes [11]. Kasahara
et al., estudaram uma amostra de 510 incisivos centrais superiores extraidos para
detalhar seus aspectos anatdmicos e descobriram que 60% apresentavam canais
acessorios impossiveis de limpar mecanicamente. Um forame apical localizado fora

do &pice foi observado em 45% dos dentes [12].

Uma série de estudos envolvendo histologia, transparéncias, radiografias,
impressdes, etc., mostraram que o canal principal pode apresentar numerosos

ramos, que sdo nomeados de acordo com sua posi¢do e caracteristicas:

De acordo com o autor Soares Goldberg: Colateral, lateral ou adventicio,

secundario, acessorio, interduto, canal recorrente, cavo-interradicular, delta apical.

A
Wi

Figura 1. Denominacéo das ramificacfes da cavidade pulpar de acordo com Pucci e Reig

(ABC) e com Kuttler (D). a) conduto principal; b) colateral; c) lateral; d) secundario; e) acessarios; f)
Interduto; g) recorrente; h) Delta apical; i) Cavo-interradicular. Ahmed HMA, Versiani MA, De-Deus
G, Dummer PMH. A new system for classifying root and root canal morphology. Int Endod J. 2017

Aug.
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Nos ultimos anos, um volume consideravel de dados foi gerado sobre as
variacdes morfolégicas nos canais radiculares [14]. Para aumentar a precisao dos
métodos anteriormente propostos para a avaliagdo da anatomia dentéaria, a micro-
TC permitiu a analise tridimensional ndo destrutiva de canais adicionais, foramenes
multiples, deltas apicais, istmos, raizes e canais em C e canais acessorios (Figura
2). Além disso, se obteve dados quantitativos tridimensionais de volume, &rea de
superficie e o indice do modelo de estrutura (SMI); e parametros bidimensionais de
area, perimetro, diametro maior e menor, circularidade e fator de forma do canal
radicular [15].

)\ h
> } )

Figura 2. Modelos tridimensionais do sistema de canais radiculares de dentes humanos obtidos por
tomografia microcomputarizada mostrando a importancia do diagnoéstico dos desafios anatémicos
antes do preparo biomecénico do sistema de canais radiculares. (A) Presenca de canais acessorios
e laterais e deltas apicais. (B) Istmo. (C) Canais achatados. (D) Presenca de curvaturas moderadas
e severas. Sousa-Neto MD, Silva-Sousa YC, et al. Root canal preparation using micro-computed

tomography analysis: a literature review. Braz Oral Res. 2018 Oct.

Devido a complexidade do sistema de canais apresentadas acima, € dificil
conseguir uma limpeza e desinfeccdo completas do canal radicular pelo qual os
principais fatores associados a falha endodontica sdo a persisténcia de infec¢do

microbiana no sistema de canais radiculares e / ou na area perirradicular [16].

2.2. OS MICRORGANISMOS PRESENTES NOS SISTEMAS DE CANAIS
RADICULARES

Os agentes microbianos tendem a penetrar na estrutura dentaria e se
acumular nos canaliculos dentinarios, a uma profundidade consideravel, onde

provavelmente produzem biofilmes endodonticos e dificilmente séo alcan¢ados por
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instrumentos endoddnticos e irrigantes [17], especialmente em casos de anatomia
complexa, canais laterais e ramificagcdes apicais [18-19]. Os microrganismos que
colonizam o sistema de canais radiculares desempenham um papel essencial na

patogénese das lesfes perirradiculares [20].

Kakehashi et al. (1965) expds as polpas dentarias de ratos contaminados,
denominados convencionais, e livres de germes e relataram que necrose pulpar e
lesdes perirradiculares se desenvolveram apenas em ratos com microbiota oral. Em
um estudo sobre dentes de macaco, Mdller et al. (1981) demonstraram que apenas
polpas desvitalizadas que estavam infectadas induziam lesbes perirradiculares,
enquanto polpas desvitalizadas e nado infectadas apresentavam auséncia de
alteracdes patoldgicas nos tecidos perirradiculares. Sundqvist (1976) confirmou o
importante papel das bactérias nas lesdes perirradiculares em um estudo com
dentes humanos, no qual as bactérias s6 foram encontradas em canais radiculares
de dentes despolpados com destruicdo Ossea perirradicular [21]. Em dentes
infectados, as bactérias podem persistir ndo apenas em areas de dificil alcance,
como istmos, ramificacdes, tubulos dentinarios e recessos de canais em forma de C
ou ovais / achatados, mas também em areas da parede do canal principal que
permanecem intocadas por instrumentos [11]. Estudos de cultivo demonstraram que
a microbiota de infec¢des intrarradiculares persistentes ou secundarias associadas
a falha do tratamento endodéntico, ao contrario das infec¢des primarias, geralmente
€ composta de apenas uma ou duas espécies [21, 22]. Bactérias gram positivas
facultativas, particularmente Enterococcus faecalis, sdo as predominantes. Fungos
também podem ser encontrados, em frequéncias significativamente maiores quando

comparadas as infeccdes primarias [23].

Nas infec¢Bes primarias, 0s organismos comumente isolados séo bastonetes
gram-negativos anaerébios (Fusobacterium nucleatum, Cambylobacter rectus,
Tannerella forsythia, Prevotella e Porphyromonas spp.), Espiroquetas (Treponema
spp.), Cocos e bastonetes gram-positivos anaerébios e facultativos (Peptpeptoccus
sppeptoccus., Eubacterium spp, Propionibacterium spp., Actinomyces spp.,
Streptococcus spp., Lactobacillus spp.) [24,25]. Cocos e bastonetes anaerébicos
facultativos gram-positivos, como Streptococcus, Enterococcus,
Peptostreptococcus, espécies de Actinomyces dominam a microflora na doenca pos-

tratamento. A proporcdo de espécies de Lactobacillus e bastonetes gram-negativos
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anaerébios € menor do que na infec¢do primaria. Além disso, bastdes entéricos
foram isolados frequentemente de canais radiculares em periodontites apicais
[24,26]. As espécies de fungos também foram isoladas com relativa frequéncia de
dentes com periodontite apical, especialmente em infec¢des persistentes, mesmo
em 5-20% dos casos. O achado mais geral de espécies de fungos € C. albicans. C.
glabrata, C. guillermondii, C. tropicalis e C. krusei sédo isolados em uma extensao
inferior [27].

Outros Micro-organismos nas infec¢cdes endodonticas sdo as arqueias e 0s
virus, estes foram encontrados em associacdo as infec¢cdes endodénticas [28, 23]
mas as bactérias sdo os principais micro-organismos envolvidos na patogénese da

periodontite apical [29, 23].

Figura 3. Micrografia eletrénica de varredura de células bacterianas que colonizam a parede do

canal radicular. As bactérias que infectam o sistema de canal radicular sdo os principais agentes
etioldgicos da doenca perirradicular (ampliagéo original x 4500). Siqueira JF Jr. Aetiology of root

canal treatment failure: why well-treated teeth can fail. Int Endod J. 2001 Jan.

A microbiota associada aos casos de falha difere marcadamente daquela
relatada em dentes nao tratados (infeccéo primaria do canal radicular). Enquanto a
tltima é tipicamente uma infeccdo mista, na qual os bastonetes anaerdbios gram

negativos sdo dominantes, a primeira € geralmente composta por uma ou algumas
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espécies bacterianas, geralmente bactérias gram-positivas, sem predominio
aparente de facultativos ou anaerdbios. Moller (1966), apds examinar casos
falhados, relatou uma média de 1,6 espécies bacterianas por canal radicular.
Bactérias anaerébias corresponderam a 51% dos isolados. Enterococcus faecalis foi
encontrado em 29% dos casos. Sundqvist et al. (1998) observaram uma média de
1,3 espécies bacterianas por canal e 42% das cepas recuperadas eram bactérias
anaerobias. E. faecalis foi detectado em 38% dos canais radiculares infectados.
Embora essa bactéria facultativa seja restrita a alguns casos de infec¢des primarias
do canal radicular, geralmente em baixo numero, € frequentemente isolada de
infeccdes secundarias e / ou persistentes do canal radicular, geralmente como a
Unica espécie de microrganismo. As cepas de E. faecalis demonstraram ser
extremamente resistente a varios medicamentos, incluindo hidroxido de célcio [5,30].
Portanto, quando E. faecalis € estabelecido no canal radicular, sua erradicacao por
meios convencionais pode ser extremamente dificil [31]. Na categoria de infeccbes
endodoénticas primarias, o E. Faecalis esta associado a lesdes perirradiculares
crbnicas assintomaticas com muito mais frequéncia do que a periodontite
perirradicular aguda ou abscessos perirradiculares agudos [32]. A frequéncia de E.
Faecalis encontrada em lesdes perirradiculares persistentes demonstrou ser muito
maior [32]. Os enterococcus sado importantes patdbgenos humanos que estdo cada
vez mais resistentes aos agentes antimicrobianos. Esses organismos eram
anteriormente considerados parte do género Streptococcus, mas foram
reclassificados em seu proprio género, denominado Enterococcus. Até o momento,
12 espécies patogénicas para humanos foram descritas, incluindo os isolados

humanos mais comuns, Enterococcus faecalis e E. faecium [35].

Microrganismos semelhantes a leveduras também foram encontrados em
canais radiculares de dentes obturados nos quais o tratamento falhou [33]. Isso
sugere que eles podem ser resistentes a terapia. Na verdade, foi demonstrado que
Candida spp. séo resistentes a alguns medicamentos comumente usados em
endodontia [34].

2.2.1. Enterococcus faecalis

Exibe uma marcada plasticidade genética que Ihe permite habitar varios

nichos por meio da expressdo ou supressdo de diferentes genes [36]. Esse
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microrganismo sintetiza um grupo heterogéneo de peptideos antibacterianos ou
bacteriocinas, também chamados de enterocinas, que tém particular interesse como
agentes bio-conservantes para alimentos [36]. Por outro lado, a presenca de
enterocinas poderia dar a essas bactérias uma ferramenta ecologica adicional para
persistir em ambientes colonizados por microrganismos competidores por nutrientes,

com o objetivo de elimina-los [37].

Enterococcus faecalis apresenta diferentes elementos de viruléncia que, em
conjunto, expressam a capacidade patogénica dessa bactéria. Entre os fatores mais
recorrentes citados nas infeccdes humanas estdo a proteina de superficie
extracelular (Esp), que promove adesdo, colonizacdo e evasdo do sistema
imunologico, também participa da geracdo de biofime e aparentemente
desempenha um papel na resisténcia antimicrobiana; citolisina (Cyl), também
chamada de hemolisina, que tem propriedades B-hemoliticas em humanos e é
bactericida contra bactérias gram-positivas; gelatinase (Gel) que fornece nutrientes
para a bactéria degradando o tecido do hospedeiro e também tem algum tipo de
funcao na formacao de biofilme; hialuronidase que atua despolimerizando a molécula
de mucopolissacarideo do tecido conjuntivo, o que facilita a disseminacdo da
bactéria; Os determinantes de feroménios (Eep) sdo capazes de modular
significativamente a resposta inflamatéria in vivo; o antigeno A (EfaA) que esta
associado a aderéncia da bactéria tanto as células biéticas quanto as superficies
abidticas, além de participar de certas etapas da formacao do biofilme; proteina de
superficie celular (Ace) que apresenta forte semelhanca com a proteina de mesmo
nome produzida por Staphylococcus aureus, que tem a capacidade de se ligar ao
colageno e teria um papel na patogénese da endocardite [38]; substancia de
agregacao (Agg) que atua mediando a ligacdo especifica da bactéria ao epitélio
intestinal, células epiteliais renais, neutréfilos humanos e macréfagos, além de
aumentar a internalizacdo e a vida intracelular do microrganismo [39]. Pesquisas
sobre fatores de viruléncia de E. faecalis que contribuem para o entendimento de
sua biologia patogénica tém permitido a detec¢éo de diversos fatores que participam
da viruléncia dessa bactéria [40].

Essas caracteristicas de viruléncia e outras também foram identificadas em
isolados clinicos de E. faecalis de infec¢cbes endoddnticas persistentes e
assintomaticas dos canais radiculares e da cavidade oral. [41]. Sua prevaléncia em

tais infeccoes varia de 24 a 77% [42].
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Assim as caracteristicas mais importantes de E. faecalis sdo sua alta
adaptabilidade em condi¢cdes ambientais adversas e seu potencial desenvolvimento
de resisténcia a antibitticos [38,39].

2.2.2. Candida Albicans

Alguns estudos avaliaram a presenca de Candida albicans e outros
microrganismos em dentes com ou sem les@es periapicais e foi demonstrado que os
fungos tém um papel importante na falha do tratamento endodéntico e a Candida

albicans tem um papel maior na falha do que outros microrganismos [23].

A Candida albicans, expressa varios fatores de viruléncia que contribuem para
a patogénese. Esses fatores incluem biomoléculas de reconhecimento do
hospedeiro (adesinas), morfogénese (a transicdo reversivel entre células de
levedura unicelulares e filamentosas, formas de crescimento), aspartil proteases
secretadas e fosfolipases. Além disso, a 'troca fenotipica' € acompanhada por
mudancas na expressao do antigeno, morfologia da col6nia e afinidades do tecido
em C. albicans e varios outros Candida spp. A troca pode fornecer as células uma
flexibilidade que resulta na adaptacdo do organismo as condi¢cfes hostis impostas

nao apenas pelo hospedeiro, mas também pelo médico que trata a infeccao [43].

Uma revisao sistematica e meta-analise mostraram que Candida albicans é o
fungo mais comumente isolado de canais radiculares infectados, seguido por
Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida dubliniensis, Candida guilliermondii e Candida etchellsii [44], C.
albicans se liga a superficies bidticas e abidticas, como proteses e dentina. E
dentinofilica e coloniza as paredes dentinarias dos canais radiculares, penetrando
nos tubulos dentinarios e formando biofilmes (Figura 4). As células redondas de C.
albicans se fixam as superficies da dentina por 60-90 min [45-46] e, em seguida,
proliferam para formar uma camada basal de biofilme que amadurece em 24 h. C.
albicans dentro dos biofilmes é 10-100 vezes mais resistente as respostas imunes
do hospedeiro e ao tratamento antifingico, porque o crescimento celular e o
metabolismo séo retardados e protegidos por substancias poliméricas extracelulares
(EPS) e fatores de protecao [47,46].
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Figura 4. Visédo de microscopia eletrdnica de varredura da penetracé@o de células de Candida

albicans nos tdbulos dentinarios apos infeccao de 3 semanas em bloco de dentina radicular
humana. Blastosporos e células mostrando formacgéo de tubo germinativo (30,000x). Yoo YJ, Kim
AR, Perinpanayagam H, Han SH, Kum KY. Candida albicans Virulence Factors and Pathogenicity

for Endodontic Infections. Microorganisms, 2020 Aug.

C. albicans pode interagir com uma seérie de bactérias diferentes de varias
maneiras. Curiosamente, E. faecalis demonstrou incorporar-se a biofilmes de C.
albicans, aderindo a formas de levedura e hifas [48]. As bactérias aderem
preferencialmente as hifas em oposicdo as células de levedura [49]. Um modo
potencial pelo qual essa interagéo pode favorecer a resisténcia ao tratamento é por
meio do aumento da penetracéo do tubulo dentinario. Enterococcus faecalis é capaz
de penetrar profundamente nos tubulos dentinarios [5,41]. Pode ser possivel que E.
faecalis se fixe as hifas de C. albicans, que por sua vez demonstraram penetrar nos
tubulos [50], proporcionando assim uma oportunidade de invadir e se disseminar na
dentina (Figura 5).
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Figura 5. Fotomicrografia de canais radiculares contaminados com E. faecalis (seta preta) e C.

Albicans (seta branca). (x4000). Tirali RE, Bodur H, Ece G. In vitro antimicrobial activity of sodium
hypochlorite, chlorhexidine gluconate and octenidine dihydrochloride in elimination of
microorganisms within dentinal tubules of primary and permanent teeth. Med Oral Patol Oral Cir
Bucal, 2012 May.

Este modelo de melhorar o comportamento invasivo das bactérias ndo € sem
precedentes. Foi estabelecido que o Staphylococcus aureus se liga especificamente
as hifas de candida. Elementos invasivos de hifas de C. albicans facilitam a invaséo

através das barreiras mucosas, levando a disseminacéo sistémica [51,52].
2.2.3. Staphylococcus

O género Staphylococcus é composto de Cocos Gram positivos, com
didametro de 0,5 a 1,5 ym, agrupados em células isoladas, aos pares, tétrades,
cadeias curtas ou formando cachos de uvas. Ogston introduziu o nome
Staphylococcus, do grego staphyle que significa cacho de uvas, para descrever os
cocos responsaveis pela inflamacdo e supuragdo. Sao bactérias imoveis, ndo
esporuladas, ndo tém capsula, embora existam algumas cepas que desenvolvem
uma capsula de limo, sdo anaerdbios facultativos. A maioria dos estafilococos produz
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catalase (uma enzima capaz de quebrar o peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio livre); caracteristica que é usada para diferenciar o género Staphylococcus

dos géneros Streptococcus e Enterococcus que séo catalase negativa [53].

Em um estudo, Sunde et al. [54] estudaram a microbiota periapical de 36
lesBes perirradiculares persistentes por meio de culturas anaerébias e anélise de
microscopio eletrénico. Neste trabalho, um total de 148 colbnias microbianas e 67
espécies foram detectadas. Microrganismos aerobios e anaerobios facultativos
foram isolados, dentre eles Staphylococcus foram encontrados: Staphylococcus

aerus, Staphylococcus spp, Staphylococcus Capitis, Staphylococcus epidermis, etc.

2.2.4. Streptococcus mutans

E um coco gram-positivo que foi isolado e identificado por Clarke em 1924 em
lesdes de carie em humanos. Ele o chamou de S. mutans por causa das formas
mutantes em que ocorre: coccobacillus (formato oval) em meio acido e coco (formato
redondo) em meio alcalino [55], € um produtor rapido de &cido lactico, ndo mdével,
catalase-negativo, de cadeia ordenada, com a capacidade de mudar um meio de pH
7 para pH 4,2 em aproximadamente 24 horas. Fermentador de glicose, lactose,

rafinose, manitol, inulina e salicina com producao de acido [56].

Embora a composi¢cdo da microbiota associada com infec¢cdes endodoénticas
secundarias / persistentes seja diferente em nimero e diversidade de espécies
guando comparada com infec¢cbes primarias, S. mutans é frequentemente
encontrado em ambos os tipos de infeccao [57, 58]. No entanto, as caracteristicas
fisiopatolégicas das cepas de S. mutans que residem nesses locais sdo amplamente
desconhecidas.

2.2.5. Pseudomonas Aeruginosa

E um organismo ambiental Gram negativo comum [59]. Pseudomonas
aeruginosa € um patdgeno onipresente, oportunista e razoavelmente persistente no
meio ambiente. Esta bactéria tem a forma de bastonete com aproximadamente 0,5-
1 pum de diametro e 1,5-5 um de comprimento [60]. Eles tém um flagelo polar que

Ihes da a mobilidade necessaria [60].

7

Uma caracteristica do género Pseudomonas € a formacgédo de bioflmes e

corantes fluorescentes e producdo de sideroforos. [59]. Em circunstancias
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particulares, P. aeruginosa pode ser um fator patogénico significativo de infecgdes
graves e frequentemente oportunistas em humanos. [59]. P. aeruginosa € o
colonizador mais frequente de dispositivos médicos (cateteres, nebulizadores,
umidificadores) e é um dos patdégenos que causam infeccdes nosocomiais, como
pneumonia associada a ventilacdo mecanica, meningoencefalite e sepse [61]. O
tratamento de infeccdes por P. aeruginosa pode ser dificil devido a sua resisténcia

natural e adquirida aos antibioticos [62].

Pseudomonas aeruginosa exibe muitos mecanismos de resisténcia, incluindo
enzimas modificadoras de antimicrobianos, como -lactamases e enzimas
modificadoras de aminoglicosideos, aquisicdo de plasmideos que codificam genes
de resisténcia, permeabilidade limitada para antimicrobianos e a capacidade de

gerar uma bomba dependente de energia fora da bactéria. [63].

Na figura a seguir sdo apresentados alguns microrganismos presentes nas

infeccBes primarias assintomaticas e casos de retratamento assintomaticos.

Prevotella nigrescens
Actinomyces israelii
Porphyromonas endodontalis
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia
Fusobacterium spp
Treponema denticola
Porphyromonas gingivalis
Campylobacter rectus
Filifactor alocis
Enterococcus faecalis
Streptococcus spp
Tannerella forsythia

P prop

Dialister pneumosintes
Candida albicans
Actinomyces radicidentis

Peptostrep micros

—-lllllll...-.-
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Figure 6. Comparacao de microrganismos em infec¢gfes primarias assintomaticas e casos de

retratamento assintoméaticos. Of the taxa investigated, only E. faecalis and P. propionicum were

significantly associated with retreatment cases. Siqueira JF Jr, R6¢as IN. Exploiting molecular

methods to explore endodontic infections: Part 2--Redefining the endodontic microbiota. J Endod.,

2005 Jul;31.
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Deve ser mantido em mente que a anatomia complexa do canal radicular
apresenta dificuldades adicionais porque biofilmes de microrganismos persistentes
dentro dos canais radiculares também podem estar localizados nas paredes de

ramificacdes e istmos [64].

Assim em todos 0s casos em que bactérias viaveis permanecem no sistema de
canais radiculares, existe um risco constante de perpetuar a inflamacéo

perirradicular [35].

3. AS SOLUCOES AUXILIARES

Como relatado anteriormente, o sucesso do preparo dos canais radiculares
pode ser fortemente afetado por sua grande variabilidade anatémica. Substancias
auxiliares sdo necessarias para erradicar a microbiota e, ao longo do tempo, uma
variedade de solu¢des quimicas tem sido desenvolvida para este proposito. Um
irrigante ideal ou uma combinacéo deles devem ser capazes de eliminar bactérias,
dissolver tecido necrotico, lubrificar o canal, remover a smear layer e ndo irritar

tecidos saudaveis [11].

Atualmente, as duas solu¢des mais utilizadas como irrigantes na odontologia
sdo o hipoclorito de sodio e a clorexidina, no entanto, eles possuem algumas

desvantagens que os fitoterapicos ndo possuem.
3.1. Hipoclorito de Sodio (NaOCI)

O hipoclorito de sédio (NaOCIl) € um agente quimico comumente utilizado
como irrigante de canal radicular na terapia endodéntica devido as suas acdes

antimicrobianas e capacidade de dissolucao de tecidos [65].

O hipoclorito de sédio neutraliza os aminoacidos formando agua e sal (reacéo
de neutralizagdo). Com a saida dos ions hidroxila, ocorre redugéo do pH. O acido
hipocloroso, substancia presente na solucao de hipoclorito de sédio, quando em
contato com o tecido organico atua como solvente e libera cloro que, combinado com
0 grupo amino da proteina, forma cloraminas (reacdo de cloraminacdo) que
interferem no metabolismo celular. Acido hipocloroso (HOCI-) e ions hipoclorito (OCI-
) levam a degradacao de aminoéacidos e hidrolise [66].

O hipoclorito de sddio (NaOCI), um composto halogenado, é rotineiramente
usado para irrigar o canal radicular durante os tratamentos endodénticos. Possui

acao antimicrobiana [67], tem a capacidade de dissolver residuos pulpares [68] e
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componentes organicos da dentina (ou seja, acao proteolitica inespecifica) [69]. Ele
também tem a capacidade de neutralizar parcialmente os tecidos necroticos ou
guaisquer componentes antigénicos ou microbianos deixados no espaco do canal
radicular [70] e remover todos o0s remanescentes pulpares e predentina nas

superficies ndo instrumentadas [71].

Varios estudos in vitro foram realizados sobre a atividade antibacteriana do
NaOCI. Walker, em 1936, introduziu o uso de solucéo de soda clorada de dupla forca
(NaOClI 5%) como irrigante de canal radicular na pratica endodéntica, que continuou
em todo o mundo desde entdo, sem nenhum estudo mostrando definitivamente

gualquer outro irrigante mais eficaz [72].

Em 1820, hipoclorito de so6dio com teor de cloro ativo de 2,5%, foi elaborado
e recomendado por Labarraque para prevenir a febre puerperal e outras doencas
infecciosas. Com base nos estudos laboratoriais controlados por Koch e Pasteur, o
hipoclorito em seguida ganhou ampla aceitagdo como um desinfetante até o final do
século XIX [73].

Siqueira et al. (1998) [74] compararam a atividade antibacteriana de varios
irrigantes contra quatro bactérias anaerObias pigmentadas de preto e quatro
bactérias facultativas por meio de um teste de difusdo em agar. Seus achados
mostraram que a eficidcia antibacteriana de NaOCl a 4% e NaOCI| a 2,5% foi
significativamente maior do que outros agentes testados. Em outro estudo, eles
mostraram que nao houve diferenca na atividade antibacteriana de 1%, 2,5% e 5%
de NaOCI [75].

Até agora, nenhuma outra solucao foi compativel com a eficacia do NaOCI.
No entanto, a atividade citotoxica € uma deficiéncia bem conhecida do NaOCI, que
pode causar efeitos agudos de lesdo se atingir a area periapical [76].

O uso de NaOCI para preparo biomecanico de canais radiculares € um
procedimento clinicamente aceitdvel e altamente eficaz. Deve-se ressaltar, no
entanto, que o NaOCI é um agente muito caustico, inespecifico, cuja acado nao se
limita ao tecido necrético. E citotoxico para todas as células, exceto epitélio altamente

queratinizado [77].

Podem surgir algumas complicagbes com o0 seu uso, entre as complicagdes

mais frequentes estdo: manchas e/ou descoloracdo da roupa do paciente, danos
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oftalmicos, etc. E quando € extravasado pelo apice causa necrose tecidual, ou

gueimaduras quimicas e complica¢gfes neurolégicas [77].

O’Hoy et al. (2003), avaliaram o efeito dos procedimentos de limpeza usando
NaOCI, e detectou fendbmenos corrosivos significativos de NiTi instrumentos
expostos a NaOCI 1% por até 10 ciclos de limpeza. No entanto, nenhuma reducao
significativa de torque na fratura ou nimero de revolugdes para fadiga de flex&o foi
encontrado [78].

Um outro efeito colateral do NaOCI tem recebido relativamente pouca atencéo
na literatura endodoéntica: o impacto na matriz dentinaria. A dentina € composta por
aproximadamente 22% de matéria organica em peso. A maior parte consiste em
colageno tipo I, que contribui consideravelmente para as propriedades mecéanicas da
dentina [79]. O hipoclorito de sddio é conhecido por fragmentar longas cadeias de
peptideos e clorar grupos terminais de proteinas; as N cloraminas resultantes séo
decompostas em outras espécies [76]. Consequentemente, as solucbes de
hipoclorito podem afetar as propriedades mecéanicas da dentina pela degradacéo dos
componentes organicos da dentina [80]. Em casos raros, o hipoclorito de sédio pode

causar reacoes alérgicas [81].

N&o existe uma concentracao universalmente aceita de hipoclorito de sédio
para uso como irrigante endodontico. A agéo antibacteriana e de dissolucao do tecido
aumenta com a concentracdo, mas € acompanhada por um aumento da toxicidade.
E geralmente usado em concentracdes que variam de 0,5 a 5,25%, dependendo dos

protocolos de diluicdo e armazenamento de cada médico [82].
3.2. Clorexidina

O digluconato de clorexidina (CHX) tem sido utilizado como agente
terapéutico em diversas areas da odontologia, incluindo periodontia, cirurgia e, mais
recentemente, endodontia. O mecanismo de acdo da CHX pode ser explicado pela
interagdo quimica desta substancia com as membranas celulares bacterianas. Para
uma dose alta a ligacao eletrostatica entre suas moléculas catidnicas e a parede
celular bacteriana carregada negativamente faz com que a CHX exerca uma agéo
bactericida, resultando em precipitacdo e coagulacéo de proteinas citoplasmaticas

e, consequentemente, morte celular [83].

A clorexidina € amplamente utilizada na desinfecdo em odontologia devido a

sua boa atividade antimicrobiana [84,85]. E utilizada por ser considerada agente
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antimicrobiano de amplo espectro e por ser bastante efetiva contra o Enterococcus
faecalis além de ser biocompativel. Entretanto, ndo dissolve tecidos organicos o que
gera duvidas em relacdo a sua capacidade de utilizagcdo como irrigante durante a
terapia endodoéntica. Outras razdes sao que ela ndo remove a smear layer e ndo é

capaz de inativar os lipopolissacarideos [86].

O uso de CHX como irrigante endodontico é restrito, pois pode descolorir 0s
dentes e tem outros efeitos colaterais que incluem perda de paladar, sensagéo de
gueimacédo da mucosa oral, secura subjetiva da cavidade oral e descoloracdo da
lingua [86].

Em endodontia, as caracteristicas de substantividade e efeito residual
(consideradas virtudes) podem até ser motivo de preocupacdo, pois poderiam
manter a CHX ou seus subprodutos degradantes nos tecidos do hospedeiro por um

longo periodo de tempo [87].

Portanto, tendo conhecimento das desvantagens dos irrigantes convencionais
na endodontia vemos a necessidade de uma substituicdo por um irrigante mais
biocompativel. Para superar essas desvantagens dos irrigantes atualmente

conhecidos, sugere-se o uso de alternativas mais biocompativeis.
3.3. Fitoterapicos

Os produtos fitoterapicos sdo usados desde os tempos antigos na medicina
popular, envolvendo as tradicbes médicas orientais e ocidentais [88]. Nas ultimas
décadas, as empresas farmacéuticas tém se interessado em investigar as plantas
como fontes de novos fitoterdpicos com eficacia, seguranca e qualidade
comprovadas [88]. Os fitoterapicos sdo obtidos através de plantas e podem ser
utilizados como remédios artesanais sob forma de chés, solucbes, comprimidos,

dentre outros [89].

Brasil € um pais privilegiado em relacdo ao emprego da fitoterapia, pois possui
25% da flora mundial e um patriménio genético de grande potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos [88]. Desde a década de 80, varios
documentos vém sendo elaborados a fim de enfatizar o uso de fitoterapicos na
atencao basica no sistema de saude publica com o intuito de priorizar a melhoria dos
servicos, o aumento da resolutividade e o incremento de diferentes abordagens
(Matos, 1998).
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Por milhares de anos, produtos fitoterapicos ou naturais tém sido usados na
pratica odontolégica e médica e se tornaram ainda mais populares hoje devido a sua
alta atividade antimicrobiana, biocompatibilidade, propriedades anti-inflamatérias e

antioxidantes [81].

O campo da odontologia também comecou a explorar as propriedades das
ervas com o propésito de aliviar a dor de dente, a inflamacédo das gengivas e as aftas
[89]. Os agentes anti-sépticos, antibacterianos, antimicrobianos, antifungicos,
antioxidantes, antivirais e analgésicos derivados de plantas sdo de amplo interesse
em odontologia [90]. Por exemplo, nos ultimos anos, no campo da periodontia e
endodontia, diversos extratos vegetais como propolis, fruta noni, raiz de bardana e
folha de nim tém sido usados como medicamentos intracanal com excelentes
resultados, abrindo uma nova funcdo para os agentes fitoterapicos na terapia
odontologica global [91].

O tratamento com fitoterapicos apresenta vantagens como custo acessivel a
populacéo e aos servi¢cos publicos de saude; facil manuseio; grande disponibilidade
de matéria-prima; excelente aceitacdo popular devido ao conhecimento dos efeitos
terapéuticos das plantas e reacdes adversas minimas, quando prescritos e
administrados de forma correta. Possui também amplo espectro de acdes
farmacolégicas que incluem atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana, ansiolitica,

cicatrizante dentre outras [92].

As afeccBes odontolégicas sdo evidenciadas por sinais e sintomas
caracteristicos de diversas doencgas, dentre elas as mais comuns sdo as lesdes de
caries, gengivite, estomatite aftosa, herpes simples e candidose. Nesse contexto, a
Fitoterapia surge como alternativa de interesse para a complementacdo do
tratamento, sendo que ja foram encontradas 132 espécies de plantas capazes de
auxiliar no tratamento dessas afeccdes [87]. O cravo-da-india, a camomila, a malva,
a romd, a unha-de-gato e a prépolis possuem acdo consubstanciada por testes

clinicos e laboratoriais e estédo entre os fitoterapicos mais utilizados em Odontologia.

Grandes variedades de agentes antibacterianos sintéticos tém sido usadas ao
longo dos anos como substancias auxiliares endodonticas, mas com a crescente
popularidade das medicinas tradicionais e holisticas / alternativas devido a sua
origem natural, facil disponibilidade, eficacia, seguranca e menos efeitos colaterais,
a literatura descreve diferentes alternativas fitoterapicas disponiveis hoje para uso

como irrigantes endodonticos eficazes (Figura 7) [93].
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Figura 7. Irrigantes de canal radicular sintéticos versus fitoterapicos. Modificado de Vineet Agrawal

MDS, Sonali Kapoor MDS & Isha Agrawal MDS.Critical Review on Eliminating Endodontic Dental

Infections Using Herbal Products, Journal of Dietary Supplements (2016).

Na Tabela 1, se apresenta algumas plantas medicinais testadas como

substancias auxiliares no tratamento do canal radicular.

Tabela 1. Plantas medicinais testadas como auxiliares no tratamento do canal radicular.

Autor/ Ano Substancia Microrganismos  Empreg Material Controle Atividade
de publicagéo principal do 0 positivo antimicrobia
fitoterapico na
Kandaswamy Propolis (Apis Enterococcus Irrigacdo Dentes ++CHX, Propolis
et al. 2010 melifera L.) Suco de faecalis permanentes +Ca(OH)2 e (71%), MCJ
Morinda citrifolia L. extraidos ***P\/P| 204 (69%)
(MCJ)
Prabhakar et Triphala (Embica Enterococcus Irrigacéo Dentes *MTAD, Triphala
al. 2010 officinalis, Terminali faecalis permanentes  +++NaOCl 5% (100%) em
a bellirica e extraidos biofilmes de 3
Terminalia chebula) semanas,
polifenol do ch&a Polifenol do
verde (Camellia cha verde
sinensis) diminuicao na
contagem
UFC
Costa et al. Aroeira-da-praia Enterococcus Irrigacéo Dentes EDTA, 100%
2012 (Schinus faecalis permanentes +++NaOCl
terebintifolius extraidos 2,5%,
Raddi) Quixabeira ++CHX 0,12%
(Syderoxylum
Xie etal. 2012  Berberina (Berberis Nucleato de Irrigacéo Dentes ++CHX 1% e Menos eficaz
vulgaris L.) Fusobacterium permanentes 2%; que as
tum, extraidos +++NaOCl substéncias
Enterococcus 5,25% controle
faecalis e
Prevotella

termedia
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Bhardwaj etal.  Morinda citrifolia L. Enterococcus Irrigacao Dentes +++NaOCl 1% N&o
2013 (MCJ) Aloe Vera faecalis permanentes reportaram
(Aloe vera L.) extraidos
prépolis (Apis
melifera L.)
Valera et Oleo de mamona  Candida albicans  Irrigac&o Dentes +++NaOCl Oleo de
al.2013 (Ricinus communis e Enterococcus permanentes 2,5%; mamona
L.) Aloe vera (Aloe  faecalis extraidos ++CHX 2% 99,9%;
vera L.) Gengibre Gengibre
(Zingiber officinale) 99,8% e Aloe
vera 87,69%
Jolly et al. Propolis (Apis Bactérias Irrigacédo Dentes ++CHX 2%, Diminuicdo
2013 melifera L.) aerobias e deciduos +Ca(OH)2 4%, significativa na
anaerobias (estudo 4% de contagem das
clinico) dimetilsulfoxid UFC
0
Tyagi et al. Prépolis (Apis Candida Albicans  Irrigacdo  Dentes +++NaOCl| 5% Propolis
2013 melifera L.) Morinda permanentes 100%; MCJ
citrifolia (MCJ) extraidos 9%; Neem
Neem (Azadirachta 97%
indica)
Mistry et al. Azadirachta indica, Enterococcus Irrigacdo  Dentes +++NaOCl Diminuicao
2013 Mimusops elengi, faecalis, deciduos significativa na
Tinospora cardifolia, Streptococcus (estudo contagem das
Ocimum sanctum mutans e S. clinico) UFC
aureus
Jayaharietal.  Suco de maracuja Enterococcus Irrigacdo  Culturas de +++NaOCl 100%
2014 (Passiflora edulis) faecalis bactérias 5,25%
Verma et al. Propolis (Apis Streptococci, Irrigacdo  Dentes Solucéo salina  Diminuigéo
2014 melifera L.) Staphylococcus, deciduos (controle significativa na
Enterococcus (estudo negativo) contagem
faecalis e clinico) média
Escherichia coli
Birring et al. Extrato de alho Enterococcus Irrigacdo  Culturas de +++NaOCl Eficacia
2015 (Allium sativum L.) faecalis bactérias 5,25% semelhante a
do hipoclorito
de sodio
5,25%
Guneser etal.  Salvia officinalis Enterococcus Irrigagdo  Dentes +++NaOCl, Diminuigao
2016 faecalis. permanentes ++CHX 2%, significativa na
extraidos cloridrato de contagem
octenidina média das
UFC
Shah et al. Soluneem Enterococcus Irrigacdo  Culturas de +++NaOCl 1% Eficacia
2016 faecalis bactérias semelhante a
do hipoclorito
de sédio
5,25%
Dhariwal etal.  Extratos etandlicos P. intermedia, Irrigacdo  Dentes +++NaOCl C. longa
(2016) de Curcuma longa Porphyromona B deciduos (carcuma)
Cha verde acteroides, (estudo 84,6%; C.
(Camellia sinensis) FusobacteriumPe clinico) sinensis (cha
ptostreptococcus, verde) 82,05%
Streptococcus
mutans, Streptoco
ccus pyogenes,
Enteroccocus fae
calis e
Staphylococcus
Aureus
Oliveira et al. Lamiaceae (R. Candida albicans, Irrigacdo  Culturas de Nao 100% para C.
2017 officinalis L.) Staphylococcus bactérias reportaram albicans e P.
aureus, aeruginosa,
Enterococcus reducdo
faecalis, significativa
Streptococcus UFC das
mutans e P. demais

aeruginosa
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*+ Ca (OH)2: Hidroxido de Calcio *+ CHX: Clorexidina
+++ NaOCI: Hipoclorito de Sédio
*MTAD (DENTSPLY Tulsa Dental, Tulsa, OK, EUA.

Adaptado de: POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE FITOTERAPICOS NA IRRIGACAO E
MEDICACAO INTRACANAL: REVISAO DE LITERATURA; BRUNA KAVAMY SILVESTRE DE
OLIVEIRA.

Um exemplo de fitoterapico que esta gerando pesquisas como solucéo auxiliar
irrigadora é a associacdo de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus
aurantium) (Inphloral), por ser um produto 100% natural, sem adi¢éo de alcool, fltor
ou qualquer substancia quimica, o que o gera ndo toxico, comprovado pela
International Association for Dental Research (IADR) em Londres e aprovado pela
Anvisa e pelo FDA. O Inphloral € elaborado com Oleos naturais de Tea Tree
(Melaleuca) e Petitgrain, retirados da flora natural o que proporciona sabor e odor
agradavel, ele possui propriedades antibacterianas, antiviral e antifingica além de
ser analgésico. Pode ser usado em seres humanos a partir de 6 anos de idade, assim

como em pacientes imunodeprimidos que estejam em tratamentos especiais [94].

3.3.1. Tea Tree (Melaleuca alternifolia)

O oleo da arvore do ch& Tea Tree (Melaleuca alternifolia) € uma planta nativa da
Australia com muitas propriedades, como ser um agente anti-séptico e antifungico
[96]. Ele também tem uma acdo de solvente suave, portanto, pode ser de uso

potencial na dissolucdo de tecidos necroticos durante a terapia de canal radicular.

s

O principal componente ativo do 6leo da arvore do cha é o terpinen-4-ol
(normalmente 30-40%). Este composto é responsavel por suas propriedades
antibacterianas e antifingicas [92]. Em um estudo de Kamath et al. (2013), a eficacia
antibacteriana do 6leo da arvore do cha foi comparada com hipoclorito de sédio a
3% e clorexidina a 2% contra E. faecalis. Verificou-se que a atividade antimicrobiana
méaxima foi demonstrada por clorexidina a 2% seguida por 6leo de melaleuca e

hipoclorito de sodio [96].

3.3.2. Oleo esséncial Petitgrain (Citrus aurantium L.)

O 6leo essencial é o subproduto mais vital do processamento de citros. Os
6leos essenciais Citrus sdo usados devido ao seu amplo espectro de atividades

bioldgicas, incluindo efeitos antimicrobianos e antioxidantes [96]. Acredita-se que a
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presenca de terpenos, flavondides, carotenos e cumarinas sejam responsaveis pelas

fortes atividades antioxidantes e antimicrobianas [97].

O petitgrain Oleo essencial de laranja mostrou uma notavel atividade de
eliminacdo de radicais, superior ao 6leo de flor (néroli) e 6leo de casca de fruta
(laranja amarga) da mesma planta [98,99]. O potente efeito antioxidante pode ser
atribuido ao alto teor de d-limoneno. Num estudo o petitgrain inibiu o crescimento de
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Saccharomyces

cerevisiae, Mucor ramannianus e Fusarium culmorum [100].

A fitoterapia pode trazer muitos beneficios na odontologia, principalmente em
relacdo a solugdes irrigadoras. Além de grandes beneficios ao ser humano, possui
baixo custo e gera grande efetividade.

A ideia primordial na indicacdo do uso de fitoterapicos na medicina humana
nao é substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim aumentar
a opcao terapéutica para os profissionais da saude. A oferta de fitoterapicos
registrados, com espectro de acdo adequado e com indicacOes terapéuticas
definidas, conta com a seguranca de um medicamento padronizado e com eficacia
garantida [101].

4. METODOLOGIA

O trabalho in vitro foi realizado no laboratério de biologia biomolecular da

Universidade de Brasilia.

A eficécia da solucdo de TeaTree e Petitgrain foi comparada com as solucdes
hipoclorito 2,5% e clorexidina 2% em 5 bactérias e um fungo. A quantidade de
microrganismos foi obtida por meio de andlise nefelométrica com uso de
espectrofotometro de massa. Cepas dos microorganismos Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans e o fungo Candida albicans foram inoculadas em tubos Falcon
de 50mL contendo meio Brain Heart Infusion, BHI, para as bactérias e meio
Sabouraud Dextrose para o fungo. Os inéculos foram incubados a 37°C durante 18
horas em Shaker (Equipamento de agitacao orbital constante).

Apos as 18 horas os inoculos foram retirados do Shaker e foram levados para,
o fluxo laminar onde em placas de cultura de células de 96 pocos estéril foram
pipetados 200 pL dos in6culos das bactérias e do fungo, misturadas com a solugéo

teste Tea Tree e Petitgraian (Inphloral) e as solugbes clorexidina 2% (CHX) e
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hipoclorito 2,5% (NaOCI) nas diluicdes de 10%, 25%, 50% e 90%. Todas as bactérias

e o fungo néao expostos as solugdes foram o grupo controle (CT). As placas de cultura

foram levadas para o espectrofotometro de microplacas Epoch 2 BioTek (600nm) a

37 °C, onde foram registradas as curvas de crescimento bacteriano com medicdes

realizadas a cada 30 minutos durante 6 horas. Apos as 6 horas os dados foram

representados no programa Excel.

As experiéncias foram repetidas 2 vezes de forma independente para cada bactéria

e o fungo.

4.1.

A tabela a seguir apresenta as cepas de microrganismos utilizados no estudo:

Tabela 2. Bactérias e fungo utilizados no estudo.

Microrganismo ATCC
Pseudomonas aeruginosa 27843
Enterococcus faecalis 29212
Staphylococcus aureus 29213
Streptococcus sobrinus 27607
Streptococcus mutans 25175
Candida albicans 10231

MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura foram preparados seguindo as instru¢des do fabricante.

O preparo do caldo BHI para cultivo das bactérias foi preparado como se

apresenta a seguir:

Materiais:
Brain Heart broth ----------- 379
H20 destilada -------------- 1000ml
Método:

Dissolver o BHI na H20 destilada, agitar bem;
Autoclavar tubos ou garrafas a meia rosca por 15 minutos a 121° C;

Distribuir o BHI caldo estéril nos tubos estéreis.

O preparo do caldo sabouraud para cultivo do fungo, foi preparado como se

mostra a seguir: Materiais:

Brain Heart broth ----------- 379

H20 destilada -------------- 1000ml
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Método:

Dissolver o BHI na H20 destilada, agitar bem;
Autoclavar tubos ou garrafas a meia rosca por 15 minutos a 121° C;

Distribuir o BHI caldo estéril nos tubos estéreis.

4.2. INOCULO DOS MICRORGANISMOS

Cepas de bactérias: Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27843), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Streptococcus
sobrinus (ATCC 27607), Streptococcus mutans (ATCC 25175) e o fungo Candida
albicans (ATCC 10231) foram inoculadas em tubos Falcon de 50mL contendo meio
Brain Heart Infusion, Code No. 10 119, IONLAB Equipment for Laboratories and
Hospitals Itda. BHI, para as bactérias e meio Sabouraud Dextrose para o fungo.

Foram realizados os pre-indculos das bactérias e do fungo nas seguintes

concentracoes:
600 ml de meio BHI + 120 um do pre-indculo da bactéria
600 ml de meio Sabouraud + 120 ym do pre-inéculo do fungo

As amostras foram incubadas a 37°C durante 18 horas em Shaker
(Equipamento de agitacdo orbital constante), o crescimento microbiano foi verificado

por mudancas na turbidez.

4.3. DILUICOES DOS MICRORGANISMOS

Em placas de cultura de células de 96 pocos estéril (TPP ref. 9296,
Europe/Switzerland) foram pipetados 200 microlitros dos indculos das bactérias e do
fungo, misturadas com a solucdo teste de Tea Tree e Petitgrain (Inphloral) e as
solucgdes clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%, que sdo as concentracdes comumente
usadas para irrigacdo no canal radicular, e foram realizados os testes em diferentes
diluicdes de 10%, 25%, 50% e 90%, em replicados de 2. Todas as bactérias e o

fungo nao expostos as solugdes foram o grupo controle (CT).



Tabela 3. Representacédo da placa de cultura de células de 96 pocos.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
] .
re 160 pL meio
A = o 200 pL BHI
5 40 pL indculo
O
CLORHEXIDINA HIPOCLORITO
INPHORAL
2% 2,5%
20 uL solucao 20 uL solucao 20 uL solucéo
D 10% 6 uL Indculo 6 uL Indculo 6 uL Indculo
174 pL Meio 174 pL Meio 174 pL Meio
50 pL solucéao 50 pL solucéao 50 pL solucéo
E 25% 6 uL In6culo 6 uL In6culo 6 uL In6culo
144 uL Meio 144 pL Meio 144 pL Meio
100 pL solucéo 100 yL solucao 100 pL solucéo
F 50% 6 uL Inéculo 6 L Inéculo 6 uL Inéculo
94 pL Meio 94 pL Meio 94 uL Meio
180 L solucéo 180 pL solucéo 180 pL solucao
G 90% 6 pL Inéculo 6 uL Inéculo 6 pL Indculo
14 pL Meio 14 pL Meio 14 L Meio
4.4. LEITORES DE MICROPLACA

O crescimento bacteriano e do fungo foi determinado por inspegao visual e
absorbancia usando o espectrofotdbmetro de microplacas Epoch 2 BioTek
Instruments, Winooski,VT,USA, que faz medicbes de densidade Optica, com um
comprimento de onda de 600nm que € o comprimento de onda tradicional para o
crescimento celular, em temperatura de 37°C, com agitacdo antes de cada ciclo e
medicoes realizadas a cada 30 minutos durante 6 horas, depois das 6 horas foi
realizada a coleta de dados da leitura das placas para estabelecer a curva de
crescimento no programa Excel. Os experimentos foram repetidos 2 vezes de forma

independente.
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4.5. EQUIPAMENTO

O monitoramento do crescimento celular € uma ferramenta importante nas
ciéncias biologicas. Leitores de microplacas com controle de temperatura podem
processar um grande numero de amostras e documentar os efeitos da inibicdo do
crescimento, assim neste estudo foi usado o espectrofotbmetro da BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA., com a capacidade de monitorar curvas de
crescimento a 600 nm com controle de temperatura a 37°C.

O Espectrofotémetro de Microplaca Epoch™2 oferece excelente desempenho
para medicOes na faixa de UV-Visivel de microplacas de 6 a 384 pocos, cubetas e
até microvolumes de amostras com as Placas de Microvolume Take3 ™. A interface
de tela de toque opcional facilita a escolha de protocolos predefinidos ou a definicao
de programas personalizados. Modos de endpoint, cinética, varredura espectral e
varredura de area de poco, junto com incubacédo e agitacdo, permitem uma ampla

variedade de aplicagdes.

Figura 8. Biotek epoch equipment.

4.6. MENSURACAO DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA CFU

As bactérias e o fungo nédo expostos as solugdes foram diluidas 102 e 10°% e
foi pipetado 100 L e plaqueadas em placas Petri contendo Brain Heart Infusion Agar
para as bactérias e placas Petri Sabouraud Agar para o fungo, as placas foram
levadas para estufa a 37 °C durante 24 horas, ap0s as 24 horas as placas foram
retiradas da estufa e foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénias
(CFU) de todas as bactérias e do fungo. Cada placa foi somada, a média aritmética

foi calculada e multiplicada pela diluicdo correspondente.
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4.7. ESTATISTICA

Os dados estatisticos foram tabulados em planilhas Excel e submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk e analise de varancia One-Way ANOVA, pos-
teste de Bonferroni (STATA IC 15.1, StataCorp, College Station, Texas, USA). N=

9/grupo, valor p <0,05 foi considerado significativo.

— um - -
G T — g sy
| - Q w -~ A I
b o o | = g —
~ B ——
am—y \li_ SE———
o Equipamento de agitagdo
Bacterias e o fungo T. Falcon de 50mL orbital constante
inoculadas em caldo
BHI e Sabouraud
200 &
= _ ‘)gz = l
Espectrofotometro - DXORCBOK SO0R KORCALADS
Epoch 2 BioTek + DHACADRACAO AR A o
/ e >
Placa de cultura de A
células de 96 pogos As cepas foram

misturadas com as
solucdes teste

Figura 9. Representacdo da metodologia realizada no
estudo.

5. RESULTADOS

Conforme documentado nos graficos a seguir, diluicbes crescentes dos
irrigantes foram pipetadas nos pocos. Pode se observar que todas as solugdes
irrigantes reduziram significativamente as contagens dos microrganismos em
comparagdo com o grupo controle que foram os pogos néo tratados com as solugdes

e mostraram um aumento uniforme de crescimento.
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A seguir se apresenta a comparacao das curvas de crecimento das diferentes
concentracOes de Tea Tree e Petitgrain (Inphloral), solucéo de clorexidina 2% (CHX)

e hipoclorito de sodio 2% (NaOCI) nas curvas de crescimento.

5.1. COMPARACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DAS
SOLUCOES ESTUDADAS NAS CURVAS DE CRESCIMENTO EM C.
ALBICANS

Na Figura 10, pode se observar que a solugdo fitoterdpica teste nas
concentragdes de 10%; 25; 50% e 90% teve um efeito fungicida contra a Candida
Albicans em todas as concentragdes, principalmente na primeira hora demostrando
sua eficacia no controle do crescimento do fungo, a concentracao na diluicdo de 90
% foi a mais efetiva tendo um efeito bactericida similar ao hipoclorito de sédio.

Candida albicans

OD (600nm)

1,300
-&-CT

1,200 INPHLORAL 10%

CLOREXIDINA 10%
1,100

-®-HIPOCLORITO 10%

1,000 ~@-INPHLORAL 25%

CLOREXIDINA25%
0,900

-@-HIPOCLORITO 25%

0,800 -@-INPHLORAL 50%

0,700 CLOREXIDINA 50%

~®-HIPOCLORITO 50%
0,600
INPHLORAL 90%

0,500 -@-CLOREXIDINA 90%

-@-HIPOCLORITO 90%
0,400

0,300

0,200

$—
,7

& -
‘ D
1
v °

0,100

0,000

Figura 10. Curvas de crescimento da C. Albicans exposta as 3 solu¢des: fitoterapico
Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentragdes de 10%,; 25; 50% e 90%
com medi¢Bes a cada 30 minutos durante 6 horas.
Observamos na Figura 11 que a solugao de hipoclorito nas concentracoes de;
10%, 25%, 50% e 90%, apresentaram maior absorbancia, com menor turbidez e,
portanto, menor quantidade do fungo Candida Albicans, demonstrando assim maior

eficacia no controle do crescimento do fungo.
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Means plot (95% Cl) Candida Albicans
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O simbolo “*”indica p<0.01, comparagdes entre grupos e controle (One Way ANOVA, Bonferroni pés-teste)
Figura 11. Efeito antibacteriano do fitoterapico Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%,
nas concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% em Candida Albicans.
A concentracdo mais eficaz contra C. Albicans foi o hipoclorito 2% na
concentracdo de 90% com efeito fungicida semelhante a solucéo fitoterapica na

mesma concentragao.

5.2. COMPARACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DAS
SOLUCOES ESTUDADAS NAS CURVAS DE CRESCIMENTO EM
ENTEROCOCCUS FAECALIS

Na figura 12 pode se observar que a solucdo fitoterapica teste na
concentracdo de 90% teve um efeito bactericida contra o Enterococcus faecalis,
semelhante ao hipoclorito 2% na mesma concentracdo e superior ao hipoclorito na
concentracdo de 50% na primeira hora de exposi¢cdo e superior a clorexidina em

todas as concentracées.
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Enterococcus faecalis
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Figura 12. Curvas de crescimento do Entercoccus faecalis exposta as 3 solucdes:
fitoterapico Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentracdes de 10%; 25;

50% e 90% com medic¢des a cada 30 minutos durante 6 horas.

Observa-se que a clorexidina ainda na concentragdo maior de 90% nao
teve uma acao bactericida desejavel contra o E. Faecalis, na primeira hora
de exposicdo, a clorexidina na concentracdo de 25% teve um efeito

bactericida contra Enterococcus faecalis apds a sexta hora de exposicao.
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Means plot (95% Cl) Enterococcus Faecalis
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Figura 13. Efeito antibacteriano do fitoterapico Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%,
nas concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% em Enterococcus Faecalis.
Pode-se observar no grafico que a solucdo hipoclorito 2% nas concentracdes
de; 50 e 90% apresentaram maior nivel de absorbéancia, demonstrando sua eficacia
no controle do crescimento superior a Clorexidina e quase semelhante a solugéo

fitoterdpica nas mesmas concentragoes.

53. COMPARACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DAS
SOLUCOES ESTUDADAS NAS CURVAS DE CRESCIMENTO EM
PSEUDOMONA AERUGINOSA

Observamos que a solucéo fitoterapica teste teve um efeito bactericida contra
a Pseudomona aeruginosa na concentracdo de 90% muito semelhante a acao do
hipoclorito de s6dio na mesma concentracédo de 90% na primeira hora de incubacéo
e a atividade antibacteriana da solucéo fitoterapica na concentracdo de 50% foi

superior comparado com o hipoclorito na mesma concentracao.
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Figura 14. Curvas de crescimento da pseudémona aeruginosa exposta as 3 solu¢des: fitoterapico

Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentra¢des de 10%; 25; 50% e 90% com

medi¢des a cada 30 minutos durante 6 horas.
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Figura 15. Efeito antibacteriano da solucgéo fitoterapica Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%,
nas concentrages de 10%; 25; 50% e 90% em Pseudomona aeruginosa.

5.4. COMPARACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DAS
SOLUCOES ESTUDADAS NAS CURVAS DE CRESCIMENTO EM
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A solucdo fitoterapica teste na concentracdo de 90% teve um efeito
bactericida contra o Stafilococcus Aureus que é muito parecido a acdo do hipoclorito
na mesma concentracdo na primeira hora de exposicdo, a clorexidina mostrou-se

menos eficaz contra esta bactéria.
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Figura 16. Curvas de crescimento do Staphylococcus aureus exposta as 3 solucdes: fitoterapico
Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentragdes de 10%; 25; 50% e 90% com

medicbes a cada 30 minutos durante 6 horas.

A solucao de hipoclorito de sédio em concentracdes de; 50% e 90% tiveram
efeito bactericida contra o Staphylococcus Aureus, muito semelhante a solugéo

fitoterdpica Inphloral nas mesmas concentracoes.
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Figura 17. Efeito bactericida do fitoterapico Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%, nas
concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% contra Stafilococcus Aureus.

A solugdo de hipoclorito 90% teve maior efeito bactericida contra o
Staphylococcus Aureus, sendo a mais eficaz contra esta bactéria.

55. COMPARACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DAS
SOLUCOES ESTUDADAS NAS CURVAS DE CRESCIMENTO EM
STREPTOCOCCUS SOBRINUS

A solucao fitoterapica nas concentracbes de 50% e 90% teve um efeito
bactericida similar ao do hipoclorito de s6dio nas mesmas concentracfes ha primeira

hora de exposicao.
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Figura 18. Curvas de crescimento do Streptococcus sobrinus exposta as 3 soluges: fitoterapico
Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% com
medicdes a cada 30 minutos durante 6 horas.

Observamos na figura 18 que a solucdo de hipoclorito de sédio em suas
concentracfes de; 50 e 90% tem efeito bactericida contra Streptococcus do
Sobrinus, muito semelhante a solugao teste Inphloral em suas concentracdes de; 50
e 90%.
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Figura 19. Efeito antibacteriano do fitoterapico Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%, nas

concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% em S. Sobrinus.

56. COMPARACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DAS
SOLUCOES ESTUDADAS NAS CURVAS DE CRESCIMENTO EM
STREPTOCOCCUS MUTANS

Pode-se observar no grafico que o irrigante Hipoclorito de So6dio em suas
concentracfes de; 50 e 90%, tem maior efeito bactericida contra Streptococcus
Mutans, e a solucéo fitoterapica teste na concentracdo de 90% teve um efeito

bactericida semelhante ao hipoclorito 2,5% na mesma concentragao.
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Figura 20. Curvas de crescimento do Streptococcus mutans exposta as 3 solucdes: fitoterapico

Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentragdes de 10%,; 25; 50% e 90% com

medicbes a cada 30 minutos durante 6 horas.

Também pode ser observado que a curva de crescimento da clorexidina ao 90% s6

comecou a descer apés a primeira hora de exposicao.



49

Means plot (95% Cl) Streptococcus Mutans
04 -

0,35

—
_|

0,3 4
0,25
0,2 4

+ 4 l * K3

0,1 4

Response OD (600 nm)

0,05 T T T T T T T T T T T T \
CcT CX 10 CX 25 CX 50 CX 90 HIPO 10 HIPO25 HIPOS50 HIPO90 INPHO 10 INPHO 25 INPHO 50 INPHO 90
Concentrations

O simbolo “*”indica p<0.01, comparagdes entre grupos e controle (One Way ANOVA, Bonferroni pos-teste)
Figura 21. Efeito antibacteriano da soluc¢éo fitoterapica Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito 2,5%,
nas concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% contra Streptococcus Mutans.

O hipoclorito de Sodio 90% (C) teve maior efeito bactericida contra

Streptococcus Mutans.

Os resultados mostraram efeito antibacteriano e antifngico contra o
crescimento de unidades formadoras de colonias das cepas de Pseudomonas
Aeruginosa, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus Aureus, Streptococcus
Sobrinus, Streptococcus Mutans e Candida Albicans semelhante para a solugéo
fitoterdpica teste Inphloral e NaOCI 2,5% nas concentracdes de 50% e 90% as 1h e
6h de incubacéo.

Por fim, notamos em todos os gréaficos que a solucdo aquosa de Clorexidina
2% em todas as suas concentracdes foi estatisticamente menos eficaz do que os

outros grupos principalmente na primeira hora de incubacéo.

5.7. GRUPO CONTROLE (CT)

Na tabela 4 é apresentado o crescimento das Unidades Formadoras de

Colénias de cepas de Pseuddmonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
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Staphylococcus aureus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans e Candida

Albicans, que nao foram expostas as solucdes as solucdes.

Tabela 4. Crescimento das unidades formadoras de colbnias.

Microrganismo UFC/ml

Pseuddmonas aeruginosa 1147X104

Enterococcus faecalis 6X108

Staphylococcus aureus 216X10°

Streptococcus sobrinus 126X10°3

Streptococcus mutans 1333X104

Candida Albicans 422X103
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6. DISCUSSAO

O sucesso da terapia endoddntica depende da remocéao substancial de tecidos
vitais e necréticos, microrganismos e seus produtos do sistema de canais radiculares
[102]. Em alguns casos, a complexidade do sistema de canal radicular causa
algumas dificuldades para modelar e limpar adequadamente o canal radicular. O
desbridamento quimiomecanico combinando instrumentacdo mecanica com
irrigantes quimicos pode promover uma desinfeccdo adequada dos sistemas de
canais radiculares durante o tratamento endoddntico. Isso provavelmente se deve a
reducdo significativa de microrganismos intracanal e tecidos necroticos [103]. O
conhecimento preciso da ocorréncia dos principais patégenos endodonticos
putativos e suas implicacbes na patogénese das doencas perirradiculares tem o
potencial de fornecer subsidios para o desenvolvimento de estratégias
antimicrobianas eficazes no tratamento de infec¢cbes endodbnticas primarias e
persistentes ou secundarias [104]. A presenca de bactérias remanescentes nos
canais radiculares apos a instrumentacdo é a principal causa de falha da terapia
endodontica [105].

E. faecalis € uma bactéria facultativa ndo-fastidiosa, facil de crescer, com
capacidade de formar biofilmes “monoespécies” e colonizar tubulos progressiva e
rapidamente. E. faecalis tem cerca de nove vezes mais probabilidade de estar
presente em dentes com infec¢des primarias do canal radicular [106]. Os canais
radiculares de dentes com necrose pulpar, especialmente aqueles com infec¢cbes
endodonticas persistentes, abrigam mais comumente as espécies de fungos C.
Albicans, que tem capacidade de colonizar as paredes dentinarias e penetrar nos
tubulos dentinarios [107]. E assim que considerando a natureza destes organismos
e sua capacidade de povoar e sobreviver em casos de terapia malsucedida, Cepas
de Enterococcus faecalis, e o fungo C. Albicans assumem importancia e foram uma
escolha imprescindivel para este estudo.

Cepas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus mutans e o fungo C. Albicans foram usadas no presente
estudo para comparar a acdo bactericida e antifangica de dois irrigantes
convencionais usados na endodontia comparados com uma solucéo fitoterapica, de
associacdo de extrato de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (Citrus

aurantium) Inphloral. A escolha do meio de cultura no presente estudo foram os
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caldos Sabouraud Dextrose e BHI, uma vez que esses meios estdao disponiveis e
sdo comumente usados para C. albicans e bactérias. Em nosso estudo, para
determinar a eficacia antimicrobiana das solu¢cfes estudadas, foi usado o leitor de
micro-placas espectrofotometro de Biotek, pois € um método aceito e padronizado,

tornando-o reprodutivel e simples de realizar.

Vérios irrigantes intracanal sintéticos tém sido usados h& décadas para a
eliminagcédo de biofilmes bacterianos encontrados no sistema de canal radicular
infectado. No entanto, 0 aumento constante da resisténcia antimicrobiana e efeitos
das drogas sintéticas, fez com que os compostos fitoterapuéticos se tornassem
populares devido a sua facil disponibilidade, custo-beneficio, baixa toxicidade e falta
de resisténcia antimicrobiana [108]. As solu¢cfes selecionadas neste estudo para
testar sua eficacia bactericida e antifungica foram o hipoclorito (NaOCI 2.5%),
clorexidina (CHX 2%) e Tea Tree oil e Petitgrain (Inphloral). Numerosos estudos
avaliaram os efeitos antimicrobianos do NaOCl e da CHX no tratamento endodéntico,
mais ainda nenhuma destas solu¢cdes cumprem todos 0s requisitos para se tornarem
como irrigante ideal para o tratamento de canal radicular. NaOCI é o irrigante de
escolha universalmente aceito. O NaOCI| é um solvente organico altamente alcalino
(pH 11-12,5) que pode induzir a dissolucdo do colageno, clivando as ligagbes entre
atomos de carbono e oxidando a composicdo primaria da proteina [77]. As
preparacdes de hipoclorito sdo esporicidas e virucidas e mostram efeitos de
dissolucéo de tecido muito maiores em tecidos necréticos do que em tecidos vitais
[6,7]. No entanto o uso de hipoclorito de sodio tem risco de extrusdo nos tecidos
periapicais, inflamagéo, equimoses, hematoma e, algumas vezes, necrose e
parestesia [109]. A clorexidina é utilizada por ser considerada um agente
antimicrobiano de amplo espectro e por ser bastante efetiva contra o Enterococcus
faecalis além de ser biocompativel, entretanto, ndo dissolve tecidos organicos o que
gera duvidas em relacdo a sua capacidade de utilizacdo como irrigante durante a
terapia endodéntica. Outras razdes sao que ela ndo remove a smear layer e ndo é

capaz de inativar os lipopolissacarideos [86].

Os resultados obtidos mostraram que duas das trés solucdes testadas
apresentaram capacidade semelhante bactericida e antifungica promovendo a
reducéo significativa dos microrganismos em comparacao ao grupo controle onde
houve crescimento tipico para cada microrganismo. O extrato de Tea Tree

(Melaleuca) e Petitgrain teve um efeito antibacteriano desejavel sobre as bacterias



53

E. Faescalis, E. Mutans, S.Aureus, e P. Aeuruginosa e antifungico sobre C. albicans
e o efeito inibitdrio variou com a concentracdo e o tempo de contato. O presente
estudo demonstra a eficacia antibacteriana e antifingica da solucao fitoterapica
Inphloral quase equivalente a NaOCl 2.5% nas mesmas concentracdes. NaOCl e
Inphloral mostraram efeito antibacteriano semelhante as 1h e 6h de incubacéo,

enquanto a CHX mostrou ser menos eficaz.

Assim os resultados justificam a realizacédo de estudos in vivo da associacao
Tea Tree oil e Petitgrain (Inphloral) visando sua utilizacdo como opc¢ao alternativa de
uma solucédo auxiliar com potencial antimicrobiano para a desinfecdo de canais na

terapia endodontica.
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CONCLUSOES OU CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente as pesquisas estdo mostrando maior interesse em produtos
naturais. Pesquisas recentes sobre produtos fitoterdpicos comprovaram que as
ervas nao sao conhecidas apenas por seu sabor e fragrancia, mas também por sua

atividade antimicrobiana e valor medicinal.

Neste estudo in vitro os extratos de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e
Petitgrain (Citrus aurantium) (Inphloral), retirados da flora natural mostraram uma
boa propriedade antibacteriana e antifingica, sendo tdo efetivo quando comparado
com o hipoclorito de sodio 2,5%. Verificou-se que a solugdo Tea Tree e Petitgrain é
eficaz na inibicAo do crescimento de Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aureginosas, Staphylococcus Aureus, Streptococcus Mutans, Streptococcus

sobrinus e Candida albicans, na forma plancténica.

O uso da solucéo fitoterapica de Tea Tree e Petitgrain como substancia auxiliar do
canal radicular pode ser uma alternativa, considerando as varias propriedades
indesejaveis do NaOClI e da clorexidina, além de ter varias vantagens sobre o NaOCl,
como facil disponibilidade, maior vida Gtil, ndo apresenta efeitos colaterais, nenhuma
resisténcia microbiana descrita, bom sabor e cheiro dentre outros. No entanto, como
este estudo foi um estudo in vitro, estudos in vivo de longo prazo para verificar a
eficacia podem ser Uteis para avaliar ainda mais a agédo antimicrobiana dos extratos
de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (Citrus aurantium) contra outros
microrganismos encontrados nos canais radiculares. Seus efeitos nas propriedades
fisicas da dentina radicular devem ser avaliados. Sua profundidade de penetracao

nos tubulos dentinarios também deve ser avaliada usando os métodos disponiveis.

A pesquisa pode progredir ainda mais, com um estudo clinico de longo prazo
sobre se a solugao de extrato de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (Citrus
aurantium), pode erradicar totalmente a carga microbiana e o smear layer do sistema
de canal radicular, permitindo-nos desenvolver um regime de longo prazo para seu
uso. No entanto, com o conhecimento detalhado que adquirimos com este estudo,
podemos usar a solucao de extrato de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain
(Citrus aurantium) para reduzir o crescimento / carga microbiana. Por outro lado, o
digluconato de clorexidina ao 2% parecia ser apenas bacteriostatico quando diluido,

e sua eficacia deve ser mais investigada.
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Potencial antimicrobiano da associacdo de 6leos essenciais Tea Tree (Melaleuca
alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) contra microrganismos presentes no
sistema de canais: Estudo in vitro
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RESUMO:

O objetivo de este estudo foi avaliar in vitro o potencial antimicrobiano da associacdo de éleos Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) (INPHLORAL) contra microrganismos presentes no
sistema de canais na forma plancténica comparada ao hipoclorito de sédio 2,5% e clorexidina 2%. Inéculos de
cepas de bactérias: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus mutans e o fungo Candida albicans foram misturadas com a solugdo teste de Tea Tree
e Petitgrain (Inphloral) e as solugdes clorexidina 2% (CHX) e hipoclorito 2,5% (NaOCIl) em diferentes diluigdes
de 10%, 25%, 50% e 90% e pipetadas em placas Petri, o crescimento bacteriano foi avaliado usando o
espectrofotdmetro de microplacas Epoch 2 BioTek (600nm) a 37 °C, com medic¢Oes realizadas a cada 30
minutos por 2 horas. Os resultados mostraram efeito antibacteriano semelhante para associacdo de dleos
essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) e hipoclorito 2,5% nos periodos de
1h e 2h de incubagdo. O grupo solugdo aquosa de Clorexidina 2% foi estatisticamente menos eficaz
principalmente na primeira hora de incubagdo. Os extratos da associacdo de dleos essenciais Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) retirados da flora natural mostraram uma boa
propriedade antibacteriana e antifungica sendo tao efetivo quando comparado com o hipoclorito de sédio
2,5% nas mesmas concentragdes.

Palavras-chave: Endodontia; irrigantes endodonticos; Hipoclorito de Sédio; Clorhexidina; Fitoterapia; Tea Tree
(Melaleuca alternifolia); Petitgrain (citrus aurantium).

ABSTRACT:

The aim of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial potential of the association of Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) and Petitgrain (citrus aurantium) (INPHLORAL) oils against microorganisms present in
the channel system in planktonic form compared to 2.5% sodium hypochlorite and 2% chlorhexidine.
Inoculums of bacterial strains: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans and the fungus Candida albicans were mixed with the test
solution of Tea Tree and Petitgrain (Inphloral) and the chlorhexidine solutions and 2% (CHX) 2.5% (NaOClI) at
different dilutions of 10%, 25%, 50% and 90% and pipetted into Petri dishes, bacterial growth was evaluated
using the Epoch 2 BioTek microplate spectrophotometer (600nm) at 37 °C, with measurements taken every
30 minutes for 2 hours. The results showed a similar antibacterial effect for the association of Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) and Petitgrain (citrus aurantium) essential oils and 2.5% hypochlorite in the 1h and 2h
incubation periods. The 2% Chlorhexidine aqueous solution group was statistically less effective mainly in the
first hour of incubation. The extracts of the association of Tea Tree (Melaleuca alternifolia) and Petitgrain
(citrus aurantium) essential oils taken from the natural flora showed a good antibacterial and antifungal
property, being so effective when compared with 2.5% sodium hypochlorite at the same concentrations.

Keywords: Endodontics; endodontic irrigants; Sodium hypochlorite; Chlorhexidine; Phytotherapy; Tea tree
(Melaleuca alternifolia); Petitgrain (citrus aurantium)
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1. Introdugao

O objetivo de um tratamento de canal radicular é
prevenir ou curar a periodontites apical (AP). Por tanto,
microrganismos que invadiram o sistema de canais
radiculares devem ser removidos para facilitar a
cicatrizagdo.

Os resultados do preparo do sistema de canais
radiculares sdo fortemente afetados por sua grande
variabilidade anatomica.? Os agentes microbianos
tendem a penetrar na estrutura dentaria e se acumular
nos canaliculos dentindrios, a uma profundidade
consideravel, onde provavelmente produzem biofilmes
endodonticos e dificilmente sdo alcancados por
instrumentos  endoddnticos e  irrigantes  ©),
especialmente em casos de anatomia complexa, canais
laterais e ramificacGes apicais *-9).

Diante dessa variacdo solucdes de irrigacdo sdo
necessarias para erradicar a microbiota e, ao longo do
tempo, uma variedade de solucbes quimicas tem sido
promovidas para este propésito. Um irrigante ideal ou
uma combinacdo deles devem matar bactérias,
dissolver tecido necrdtico, lubrificar o canal, remover a
smear layer e ndo irritar tecidos saudaveis.®

O uso de NaOCI para preparo biomecanico de canais
radiculares é um procedimento clinicamente aceitavel e
altamente eficaz. Deve-se ressaltar, no entanto, que o
NaOCI é um agente muito caustico, inespecifico, cuja
acao nio se limita ao tecido necrético. E citotoxico para
todas as células, exceto epitélio altamente
queratinizado” . O Hipoclorito de sodio (NaOCl),
possui propriedades importantes como, atividade
antimicrobiana, dissolugdo tecidual entre outras. €9
Até agora, nenhuma outra solucdo foi compativel com
a eficacia do NaOCI. No entanto, a atividade citotdxica
é uma deficiéncia bem conhecida do NaOCI, que pode
causar efeitos agudos de lesdo se atingir a area
periapical .9

E citotoxico para todas as células, exceto epitélio
altamente queratinizado.®

A clorexidina € amplamente utilizada na desinfe¢do em
odontologia devido a sua boa atividade antimicrobiana
(1213 E ytilizada por ser considerada agente
antimicrobiano de amplo espectro e por ser bastante
efetiva contra o Enterococcus faecalis além de ser
biocompativel. Entretanto, ndo dissolve tecidos
organicos o que gera duvidas em relacdo a sua
capacidade de utilizacdo como irrigante durante a
terapia endoddntica. Outras razfes sdo que ela ndo
remove a smear layer e ndo € capaz de inativar 0s
lipopolissacarideos. ¢4

O uso de CHX como irrigante endoddntico é restrito,
pois pode descolorir os dentes e também ndo possui
capacidade de dissolucdo de tecidos. Outros efeitos
colaterais incluem perda de paladar, sensacdo de
queimacdo da mucosa oral, secura subjetiva da
cavidade oral e descolorago da lingua.®®

Os produtos fitoterapicos sdo usados desde os
tempos antigos na medicina popular, envolvendo as

tradicdes médicas orientais e ocidentais 9. Nas
Gltimas décadas, as empresas farmacéuticas tém se
interessado em investigar as plantas como fontes de
novos fitoterapicos com eficacia, seguranca e qualidade
comprovadas 9 . Os fitoterapicos sio obtidos através
de plantas e podem ser utilizados como remédios
artesanais sob forma de chas, solugdes, comprimidos,
dentre outros 7,

O campo da odontologia também comecou a
explorar as propriedades das ervas com o proposito de
aliviar a dor de dente, a inflamacdo das gengivas e as
aftas.'® Os agentes anti-sépticos, antibacterianos,
antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes, antivirais
e analgésicos derivados de plantas sdo de amplo
interesse em odontologia. *® Por exemplo, nos Gltimos
anos, no campo da periodontia e endodontia, diversos
extratos vegetais como prépolis, fruta noni, raiz de
bardana e folha de nim tém sido usados como
medicamentos intracanal com excelentes resultados,
abrindo uma nova fungdo para os agentes fitoterapicos
na terapia odontoldgica global. 9

Assim em meio as desvantagens do hipoclorito de s6dio
e da clorexidina o presente estudo visa abordar sobre
fitoterapicos como solucdo auxiliar na terapia
endodontica. ¥

O uso de fitoterapicos na Odontologia apresenta como
vantagem custo acessivel, facil manuseio, grande
guantidade de matéria prima, menos efeitos colaterais
se comparados a medicamentos ndo fitoterapicos. Além
disto,  possuem  atividades  anti-inflamatoria,
antimicrobiana, ansiolitica, cicatrizante  dentre
outras.@?

Um exemplo de fitoterapico que esta gerando pesquisas
como solugdo auxiliar na endodontia é a associacéo de
Oleos essenciais Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e
Petitgrain (citrus aurantium) (Inphloral). Por ser um
produto 100% natural, sem adicdo de alcool, fltor ou
qualquer substancia quimica, pois, 0 que o gera nao é
toxico. E antibacteriano, antifungico, antiviral e
analgésico. Sua férmula contem éleos essenciais 0 que
proporciona sabor e odor agradavel.®?

A fitoterapia pode trazer muitos beneficios na
odontologia, principalmente em relacdo a solucbes
irrigadoras. Além de grandes beneficios ao ser humano,
possui baixo custo e gera grande efetividade.

O objetivo de este estudo foi avaliar in vitro a atividade
antibacteriana  sobre Enterococcus  faecalis,
Pseudomonas aureginosas, Staphylococcus Aureus,
Streptococcus Mutans, Streptococcus sobrinus e
antifungica sobre Candida albicans, na forma
planctonica de uma solugdo fitoterapica baseada no Tea
Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus
aurantium)(Inphloral) comparado ao hipoclorito2,5%
de sddio e clorexidina 2%.

2. Material e métodos

O potencial antimicrobiano da solucdo de Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium)
foi comparada com as solugdes hipoclorito 2,5% e
clorexidina 2% em 5 bactérias e um fungo. A



quantidade de microrganismos foi obtida por meio de
analise nefelométrica com uso de espectrofotdmetro de
massa.

In6culo dos microorganismos

Cepas de bactérias: Enterococcus faecalis (ATCC
29212) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27843),
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Streptococcus
sobrinus (ATCC 27607), Streptococcus mutans (ATCC
25175) e o fungo Candida albicans (ATCC 10231)
foram inoculadas em tubos Falcon de 50mL contendo
meio Brain Heart Infusion, BHI, para as bactérias e
meio Sabouraud Dextrose para o fungo. As amostras
foram incubadas a 37°C durante 18 horas em Shaker
(Equipamento de agitacdo orbital constante).

Dilui¢des dos microrganismos

Apos as 18 horas os indculos foram retirados do Shaker
e foram levados para, o fluxo laminar onde em placas
de cultura de células de 96 pocos estéril (TPP ref. 9296,
Europe/Switzerland) foram pipetados 200 pL dos
indculos das bactérias e do fungo, misturadas com a
solucdo teste Tea Tree e Petitgrain (Inphloral ) e as
solugBes clorexidina 2% (CHX) e hipoclorito 2,5%
(NaOClI) nas dilui¢des de 10%, 25%, 50% e 90%.
Todas as bactérias e o fungo ndo expostos as solucées
foram o grupo controle (CT). O crescimento bacteriano
foi avaliado usando o espectrofotbmetro de
microplacas Epoch 2 BioTek (600nm) a 37 °C, com
medicOes realizadas a cada 30 minutos por 2 horas
establecendo a curva de crescimento. As experiéncias
foram repetidas 2 vezes de forma independente.

Mensuragdo da CFU

As bactérias e o fungo ndo expostos as solucbes foram
diluidas 102 e 10 e foi pipetado 100 pL e plaqueadas
em placas Petri agar para a contagem das unidades
formadoras de colénias (CFU), as placas foram levadas
para estufa a 37 °C durante 24 horas.

As Unidades Formadoras de Coldnias (CFU) foram
contadas das placas Petri 4gar de todas as bactérias e do
fungo. Cada placa foi somada, a média aritmética foi
calculada e multiplicada pela diluicdo correspondente.

3. Estadistica

Os dados estatisticos foram tabulados em planilhas
Excel e submetidos ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk e analise de varancia One-Way ANOVA, pés-
teste de Bonferroni (STATA IC 15.1, StataCorp,
College Station, Texas, USA). N= 9/grupo, valor p
<0,05 foi considerado significativo.

4. Resultados

Todas as solucbes irrigantes reduziram
significativamente as contagens dos microrganismos
em comparacdo com o grupo controle que foram os
pocos ndo tratados com as solucBes e mostraram um
aumento uniforme de crescimento.

Os resultados mostraram efeito  antibacteriano
semelhante para solucdo de Tea Tree (Melaleuca
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alternifolia) e Petitgrain (citrus aurantium) e NaOCl as
lh e 2h de exposicdo. O grupo CHX foi
estatisticamente menos eficaz do que 0s outros grupos
na primeira hora de incubacao.

Candida albicans

0 (568nm)
0,500

0,000

Figura 1. Curvas de crescimento da C. Albicans exposta as 3
solugdes: fitoterapico Inphloral, clorexidina 2% e hipoclorito
2,5 %, nas concentracdes de 10%; 25; 50% e 90% com
medigBes a cada 30 minutos durante 2 horas.

Pode se observar que o irrigante fitoterapico teste nas
concentragdes de 10%; 25; 50% e 90% teve um efeito
fungicida contra a Candida Albicans em todas as
concentragdes, demostrando sua eficacia no controle do
crescimento do fungo, a concentracao na diluicdo de 90
% foi a mais efetiva tendo um efeito bactericida similar
ao hipoclorito de sodio.

Enterococcus faecalis
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Figura 2. Curvas de crescimento do Entercoccus faecalis
exposta as 3 solugdes: fitoterapico Inphloral, clorexidina 2%
e hipoclorito 2,5 %, nas concentragbes de 10%; 25; 50% e
90% com medic¢des a cada 30 minutos durante 2 horas.

Pode se observar na figura 2 que a solucdo
fitoterapica teste nas concentracdes de; 50% e 90% teve
um efeito bactericida contra o Enterococcus faecalis,
demostrando sua eficicia no controle do crescimento
bacteriano superior a clorexidina nas mesmas
concentragdes e com acdo bactericida muito parecido
ao do hipoclorito de sddio nas mesmas concentragdes.
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A concentracdo na diluicdo de 90% de
hipoclorito foi a mais eficaz contra o E. Faecalis.

A clorexidina ainda na concentracdo maior de
90% ndo teve uma acdo bactericida desejavel contra o
E. Faecalis, principalmente na primeira hora de
incubacao.

Pseudomonas aeruginosa
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Figura 3. Curvas de crescimento do Pseudomona
aeruginosa exposta as 3 solugdes: fitoterapico Inphloral,
clorexidina 2% e hipoclorito 2,5 %, nas concentragdes de
10%; 25; 50% e 90% com medicOes a cada 30 minutos
durante 2 horas.

Observamos que a solucdo fitoterapica teste
teve um efeito bactericida contra a Pseudomona
aeruginosa na concentracdo de 90% muito semelhante
a acdo do hipoclorito de sédio na mesma concentraco
de 90% na primeira hora de incubacéo.

Staphylococcus aureus
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Figura 4. Curvas de crescimento do Staphylococcus aureus
exposta as 3 solucdes: fitoterapico Inphloral, clorexidina 2%

e hipoclorito 2,5 %, nas concentra¢fes de 10%; 25; 50% e
90% com medig¢des a cada 30 minutos durante 2 horas.

O irrigante fitoterdpico teste teve um efeito
bactericida contra o Stafilococcus Aureus que € muito
parecido & acdo do hipoclorito, a clorexidina mostrou-
se menos eficaz contra esta bactéria.

Streptococcus sobrinus
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Figura 5. Curvas de crescimento do Streptococcus sobrinus
exposta as 3 solugdes: fitoterapico Inphloral, clorexidina 2%
e hipoclorito 2,5 %, nas concentragdes de 10%; 25; 50% e
90% com medicdes a cada 30 minutos durante 2 horas.

A solucdo fitoterapica nas concentracfes de
50% e 90% teve um efeito bactericida similar ao do
hipoclorito de sodio nas mesmas concentragdes na
primeira hora de exposicéo.

4. Discussao

O sucesso da terapia endoddntica depende da
remogdo substancial de tecidos vitais e necroticos,
microrganismos e seus produtos do sistema de canais
radiculares.®® Em alguns casos, a complexidade do
sistema de canal radicular causa algumas dificuldades
para modelar e limpar adequadamente o canal
radicular.

O desbridamento quimiomecénico combinando
instrumentacdo mecénica com irrigantes quimicos pode
promover uma desinfec¢do adequada dos sistemas de
canais radiculares durante o tratamento endod6ntico.
Isso provavelmente se deve a reducéo significativa de
microrganismos intracanal e tecidos necréticos. ¢4

O conhecimento preciso da ocorréncia dos
principais patdégenos endoddnticos putativos e suas
implicagdes na patogénese das doencas perirradiculares
tem o potencial de fornecer subsidios para o
desenvolvimento de estratégias antimicrobianas
eficazes no tratamento de infecgdes endodénticas
primarias e persistentes ou secundarias.

A presenca de bactérias remanescentes nos
canais radiculares ap0s a instrumentacéo é a principal
causa de falha da terapia endoddntica. 29

E. faecalis é uma bactéria facultativa néo-
fastidiosa, facil de crescer, com capacidade de formar
biofilmes  monoespécies e colonizar  tGbulos
progressiva e rapidamente. E. faecalis tem cerca de
nove vezes mais probabilidade de estar presente em
dentes com infeccdes primarias do canal radicular. ¢"
Os canais radiculares de dentes com necrose pulpar,
especialmente aqueles com infeccBes endodénticas
persistentes, abrigam mais comumente as espécies de
fungos C. Albicans, que tem capacidade de colonizar as



paredes dentinarias e penetrar nos tabulos dentinarios.
(28)

Cepas de Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus — sobrinus,
Streptococcus mutans e o fungo C. Albicans foram
usadas no presente estudo para comparar a agdo
bactericida e antifingica de dois irrigantes
convencionais usados na endodontia comparados com
uma solucéo fitoterapica, de associagdo de extrato de
Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e Petitgrain (Citrus
aurantium) Inphloral.

A escolha do meio de cultura no presente
estudo foram os caldos Sabouraud Dextrose e BHI, uma
vez que esses meios estdo disponiveis e séo comumente
usados para C. albicans e bactérias.

Em nosso estudo, para determinar a eficacia
antimicrobiana das solucbes estudadas, foi usado o
leitor de micro placas espectrofotdmetro de Biotek,
pois é um método aceito e padronizado, tornando-o
reprodutivel e simples de realizar.

Varios irrigantes intracanal sintéticos tém sido
usados had decadas para a eliminagdo de biofilmes
bacterianos encontrados no sistema de canal radicular
infectado. No entanto, o0 aumento constante da
resisténcia antimicrobiana e efeitos das drogas
sintéticas, fez com que os compostos fitoterapuéticos se
tornassem populares devido a sua facil disponibilidade,
custo-beneficio, baixa toxicidade e falta de resisténcia
antimicrobiana. 9

As solucdes selecionadas neste estudo para
testar sua eficacia bactericida e antiflngica foram o
hipoclorito (NaOCI 2.5%), clorexidina (CHX 2%) e
Tea Tree oil e Petitgrain (Inphloral).

Numerosos estudos avaliaram os efeitos
antimicrobianos do NaOCI e da CHX no tratamento
endoddntico, mais ainda nenhuma destas solucbes
cumprem todos os requisitos para se tornarem como
irrigante ideal para o tratamento de canal radicular.

NaOClI é o irrigante de escolha universalmente
aceito. O NaOCI é um solvente organico altamente
alcalino (pH 11-12,5) que pode induzir a dissolugdo do
colégeno, clivando as ligagdes entre &tomos de carbono
e oxidando a composicio primaria da proteina. %

No entanto o uso de hipoclorito de sédio tem
risco de extrusdo nos tecidos periapicais, inflamacéo,
equimoses, hematoma e, algumas vezes, necrose e
parestesia. V)

A clorexidina é utilizada por ser considerada
um agente antimicrobiano de amplo espectro e por ser
bastante efetiva contra o Enterococcus faecalis além de
ser biocompativel. Entretanto, ndo dissolve tecidos
organicos o que gera dividas em relagdo a sua
capacidade de utilizagdo como irrigante durante a
terapia endodontica. Outras razfes sdo que ela ndo
remove a smear layer e ndo é capaz de inativar os
lipopolissacarideos. ¢
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Os resultados obtidos mostraram que duas das
trés solucdes testadas apresentaram capacidade
semelhante bactericida e antifingica promovendo a
reducdo significativa dos microrganismos em
comparagdo ao grupo controle onde houve crescimento
tipico para cada microrganismo.

O extrato de Tea Tree (Melaleuca) e Petitgrain
teve um efeito antibacteriano desejavel sobre as
bacterias E. Faescalis, E. Mutans, S.Aureus, e P.
Aeuruginosa e antifiingico sobre C. albicans e o efeito
inibitério variou com a concentragcdo e o0 tempo de
contato.

O presente estudo demonstra a eficacia
antibacteriana e antifingica da solucdo fitoterapica
Inphloral quase equivalente a NaOCI 2.5% nas mesmas
concentragdes.

NaOCl e Inphloral mostraram efeito
antibacteriano semelhante as 1h e 2h de incubacéo,
enquanto a CHX mostrou ser menos eficaz.

Assim os resultados justificam a realizacéo de
estudos in vivo da associagdo Tea Tree oil e Petitgrain
(Inphloral) visando sua utilizagdo como opgao
alternativa de uma solucdo auxiliar com potencial
antimicrobiano para a desinfecdo de canais na terapia
endodéntica.

5. Concluséao

Atualmente as pesquisas estdo mostrando maior
interesse em produtos naturais. Pesquisas recentes
sobre produtos fitoterdpicos comprovaram que as ervas
ndo sdo conhecidas apenas por seu sabor e fragrancia,
mas também por sua atividade antimicrobiana e valor
medicinal.

Neste estudo in vitro os extratos de Tea Tree
(Melaleuca alternifolia) e Petitgrain  (Citrus
aurantium) (Inphloral), retirados da flora natural
mostraram uma boa propriedade antibacteriana e
antifungica, sendo tdo efetivo quando comparado com
o hipoclorito de sddio 2,5%. Verificou-se que a solucdo
Tea Tree e Petitgrain é eficaz na inibicdo do
crescimento de Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aureginosas, Staphylococcus Aureus, Streptococcus
Mutans, Streptococcus sobrinus e Candida albicans, na
forma planctdnica.

O uso da solucdo fitoterapica de Tea Tree e Petitgrain
como substéncia auxiliar do canal radicular pode ser
ainda mais investigada, considerando as varias
propriedades indesejaveis do NaOCI e da clorexidina,
além de ter vérias vantagens sobre o NaOCI, ndo é
citotdxico, é biocompativel, de facil disponibilidade,
maior vida (til, ndo apresenta efeitos colaterais,
nenhuma resisténcia microbiana descrita, bom sabor e
cheiro dentre outros. No entanto, como este estudo foi
um estudo in vitro, estudos in vivo de longo prazo para
verificar a eficdcia podem ser (teis para avaliar ainda
mais a a¢do antimicrobiana dos extratos de Tea Tree e
Petitgrain contra outros microrganismos presentes nos
canais radiculares.
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Seus efeitos nas propriedades fisicas da dentina
radicular devem ser avaliados. Sua profundidade de
penetracdo nos tdbulos dentinarios também deve ser
avaliada usando os métodos disponiveis.

A pesquisa nessas areas pode progredir ainda mais, com
um estudo clinico de longo prazo sobre se a solugéo de
extrato de Tea Tree e Petitgrain, pode erradicar
totalmente a carga microbiana e o smear layer do
sistema de canal radicular, permitindo-nos desenvolver
um regime de longo prazo para seu uso.

No entanto, com o conhecimento detalhado que
adquirimos com este estudo, podemos usar a solucéo de
extrato de Tea Tree (Melaleuca alternifolia) e
Petitgrain  (Citrus aurantium) para reduzir o
crescimento / carga microbiana.

Por outro lado, o digluconato de clorexidina ao 2%
parecia ser apenas bacteriostatico quando diluido, e sua
eficacia deve ser mais investigada.
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APENDICE 2

Resumo apresentado no congresso da IADR 2020

Effectiveness of a Phytotherapeutic Irrigant Solution
E’ Against Enterococcus faecalis

U n B K.V. Ballesteros, R.L. Brasil, L.A. de Oliveira, L.P. Salles
Dentistry School, Faculty of Health Sciences, University of Brasilia (UnB), Brazil

OWWA

The purpose of this study was to evaluate in vitro the antibacterial activity of
a tea tree oil based irrigating solution on Enter fe lis in planctoni
form compared to sodium hypochlorite and chlorhexidine.

Methoda:

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) was inoculated in Brain Heart Infusion
Medium (BHI) at sterile 96-well cell culture plates with tea tree oil-based solution
(TTO), 2% chlorhexidine gluconate (CLX) or 2.5% hypochlorite (NaOClI;).
Unexposed Enterococcus faecalis were the control group (CT). All root canal
irrigants were added to the bacteria culture at different dilutions of 10%, 25%,
50%, and 90%. The bacterial growth was evaluated using Epoch 2 Microplate
Spectrophotometer (600nm) at 37°C, with measurements taken every 30 minutes
for 6 hours to establish the growth-curve. The experiments were repeated 3 times
independently. Statistics: ANOVA, Bonferroni post-test (n=9/group, p<0.05).

waad:

The results showed similar anti-bacterial effect for TTO and NaOCI; at 1h and 6h of incubation.
CLX group was statistically less effective than the other groups at the first hour of incubation

CONCINTRATION OF 30N CONCINTRATION OF 9%

The Tea Tree Oil-based root canal irrigant showed an interesting effect over Enterococcus faecalis in this study. On the other
hand, 2% chlorhexidine gluconate seemed to be just bacteriostatic when diluted, and its effectiveness should be further
investigated.
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