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Avaliacdo da acdo antimicrobiana de medicagdes
intracanais a base de produtos fitoterapicos associadas a um veiculo
biologicamente ativo e sua influéncia na alteracdo de cor da
estrutura dentindria.

Huriel Scartazzini Palhano*

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, in Vvitro, a agdo antimicrobiana de
medicagdes intracanais a base de produtos fitoterapicos associadas a um veiculo
biologicamente ativo e sua influéncia na alteracdo de cor na estrutura dentinaria.
Para avaliagdo da agdo antimicrobiana, oitenta dentes unirradiculares humanos
extraidos foram selecionados. Os canais radiculares foram inoculados por 15 dias
com 100 pl de cultura de Enterococcus faecalis e, apds este periodo, foram
divididos aleatoriamente em 8 grupos (n=10) conforme as diferentes medicagdes
intracanal testadas: agua destilada (DW) (controle negativo); clorexidina gel 2%
(CHX) (controle positivo); hidroxido de calcio, extrato de semente de uva
(GSE) e extrato de gengibre (GE), associados a agua destilada ou clorexidina gel
2%. As medicacdes intracanais permaneceram no interior dos canais radiculares
por 14 dias. A avaliacdo da descontaminagdo dos tratamentos propostos foi
realizada por meio da contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs),
antes ¢ 14 dias apds os tratamentos propostos. A analise estatistica foi realizada
por meio de ANOVA, seguido por Post-Hoc de Tukey (0=0.05). Para avaliacdo
da altera¢@o de cor, foram confeccionados, a partir da coroa de dentes bovinos,
80 blocos de dentina que permaneceram em contato com as medicagdes acima
testadas durante o periodo de 14 dias. A mensuragao da cor foi realizada antes e
apo6s a imersdo das amostras nas medicagdes por meio de espectrofotometria
digital. Os escores obtidos foram submetidos a analise estatistica utilizando o
teste ndo paramétrico de Wilcoxon (0=0.05). A maior capacidade de reducao
bacteriana foi observada nos grupos 4 (GSE+DW), 6 (Ca(OH)2+CHX), 7
(GSE+CHX) e 8 (GE+CHX), sem diferenga estatisticamente significante entre

*Aluno do Programa de Pés Graduagio em Odontologia da
Universidade de Passo Fundo



estes grupos (p<0.05). Além disso, foi possivel observar que, apos 14 dias de
tratamento, as amostras dos grupos 4 (GSE+DW) e 7 (GSE+CHX) apresentaram
as maiores medianas de alteragdo de cor da estrutura dentinaria, sendo estas
medianas estatisticamente superiores as de todos os demais grupos testados
(p<0.05). A adig@o de clorexidina gel 2% aumentou a agdo antimicrobiana das
medicagdes a base de produtos fitoterapicos; no entanto, estas medicagdes
induziram alteracéio de cor significativa na estrutura dentindria.

Palavras-chave: alterag¢do de cor, clorexidina, Enterococcus faecalis, extrato de
gengibre, extrato de semente de uva, hidroxido de calcio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, in vitro, the antimicrobial activity of
intracanal dressings composed by natural products associated to a biological
active vehicle and its influence in color change of dentinal structure. To evaluate
antimicrobial activity, eighty single rooted extracted human teeth were selected.
The root canals were inoculated for 14 days with 100 ul of Enterococcus faecalis
and, after this period, were randomly divided in 8 groups (n=10) according to
different intracanal dressings: distilled water (DW) (negative control); 2%
chlorhexidine gel (CHX) (positive control); calcium hydroxide; grape seed
extract (GSE); and ginger extract (GE); the last three associated to distilled water
or 2% chlorhexidine gel. The intracanal dressings remained into the root canals
for 14 days. The decontamination evaluation of proposed treatments was
performed by counting of colony forming units (CFUs), before and after 14 days
of proposed treatments. Statistical analysis was performed by ANOVA, followed
by Tukey’s post hoc procedure (a=0.05). For evaluation of change color, eighty
dentin blocks were obtained from crowns of bovine teeth, remaining in contact
with intracanal dressings described above during 14 days. The color
measurement was performed before and after immersion of samples in the
proposed treatments by digital spectrophotometry. Scores were obtained and
submitted to statistical analysis by non-parametric Wilcoxon test (0=0.05). The
highest ability to promote bacterial reduction was observed in groups 4
(GSE+DW), 6 (Ca(OH),+CHX), 7 (GSE+CHX) and 8 (GE+CHX), with no
statistical significant difference between them (p<0.05). Furthermore, it was
possible to observe that after 14 days of treatment, the samples of groups 4
(GSE+DW) and 7 (GSE+CHX) have showed the highest medians of change
color of dentinal structure, being these medians statistically higher to all other
tested groups (p<0.05). The addition of 2% chlorhexidine gel improved the
antimicrobial activity of intracanal dressings composed to natural products;
however, these protocols induced significant change color in the dentinal
structure.

Key-words: calcium hydroxide, change color, chlorhexidine, Enterococcus
faecalis, ginger extract, grape seed extract.

Abstract: Antimicrobial activity of intracanal dressings composed by
natural products associated to chlorhexidine and its influence on colour
change of dentinal structure



1. INTRODUCAO

A maioria das bactérias encontradas na microbiota endododntica
pode ser removida por meio da agdo mecanica dos instrumentos
endodonticos ¢ agdo quimica das substancias quimicas auxiliares. No
entanto, devido a complexidade anatdmica do sistema de canais
radiculares, bactérias e residuos organicos podem nao ser alcangados e
podem permanecer neste ambiente, havendo a necessidade de protocolos
de descontaminagdo auxiliares, como, por exemplo, o uso de medicagdes
intracanais (SJOGREN et al.., 1990).

A medicagdo intracanal mais utilizada na endodontia ¢ a pasta de
hidroxido de célcio, sendo aceita em razdo de apresentar relativa agao
antimicrobiana, neutralizar toxinas bacterianas, ser biocompativel com
os tecidos periapicais e estimular o processo de mineralizagdo
(LEONARDO et al.., 1994; SILVA et al.., 2002; LEONARDO et al..,
2006). Além disso, funciona como barreira fisica, inibindo o fluxo de
nutrientes e a recolonizagio bacteriana (SIQUEIRA-JUNIOR & LOPES,
1999). No entanto, microorganismos da microbiota endodontica como o
Enterococcus faecalis (E. faecalis), apresentam-se resistentes a este tipo
de medicagdo (EVANS et al.., 2002), podendo proliferar ¢ dar inicio a
um novo processo de contaminagdo do sistema de canais radiculares.
Além disso, medica¢des intracanais a base de hidréxido de calcio

promovem a formacgdo de smear layer quimica, obliterando tubulos
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dentinarios e impedindo a penetragdo do material obturador nas
ramifica¢des do canal principal (GOLDBERG et al.., 2002), podendo
promovem o enfraquecimento da estrutura dentinaria, aumentando o
risco de fratura radicular (ANDREASEN et al.., 2002).

Diante das limitagdes de medicacdes a base de hidroxido de
calcio, substancias com potencial antimicrobiano tem sido pesquisadas
para serem utilizadas na terapia endoddntica. A adigdo de substancias
quimicas como veiculo biologicamente ativo as medicagdes intracanais
usualmente preconizadas, representa uma alternativa ao processo de
descontaminag¢do do sistema de canais radiculares (GOMES et al..,
2006). Entre essas substancias estd o digluconato de clorexidina, que
apresenta um amplo espectro antimicrobiano (GOMES et al.., 2001;
DAMETTO et al.., 2005) e substantividade, permitindo, desse modo, um
tempo de atuacdo prolongado no interior do canal radicular
(BOTTCHER et al.., 2015). Além disso, a possibilidade de utilizar
produtos fitoterapicos na terapia endoddntica vem sendo analisada, a
partir do momento em que a literatura tem demonstrado potencial
antimicrobiano acerca dessas substancias como, por exemplo, o extrato
de semente de uva (CECCHIN et al.., 2015) e o extrato de gengibre
(MAEKAVA etal.., 2013).

Além da necessidade de uma adequada descontaminagdo do
sistema de canais radiculares, a manutencao da estética dentaria durante
e ap0s a realizag@o do tratamento endoddntico também ¢ um fator levado
em consideracdo, sendo de grande importancia para os pacientes,
principalmente no que diz respeito a coloragdo da estrutura dentaria

(Qualtrough & Burke, 1994).
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Diante do exposto, torna-se justificavel a realizagdo da presente
dissertagdo no intuito de avaliar a agdo antimicrobiana de medicagdes
intracanais a base de produtos fitoterapicos associadas a um veiculo
biologicamente ativo e sua influéncia na alteracdo de cor na estrutura

dentinaria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Desde que a natureza microbiana tem sido reconhecida como a
responsavel pela etiologia de diversas patologias orais intimeras
pesquisas vém sendo desenvolvidas no intuito de combater os
microrganismos envolvidos nessas enfermidades. Entre essas patologias
se encontra a periodontite apical, que representa uma resposta imune
local a progressdo de microrganismos da polpa dentaria para o foramen
apical, resultando em um processo de reabsor¢do oOssea ¢ levando ao
comprometimento dos tecidos de suporte dos elementos dentdrios
(Marton & Kiss, 2000; Liapatas et al.., 2003).

Neste cenario, bactérias e seus subprodutos desempenham um
papel fundamental na indugdo e, principalmente, na progressdo das
alteragdes patologicas que acometem a polpa e os tecidos periapicais
(Kakehashi et al.., 1965; Sundqvist, 1976), havendo a necessidade da
utilizagdo de recursos auxiliares de descontamina¢do que poderdo

contribuir de maneira expressiva para a limpeza dos canais radiculares.

2.1 Enterococcus faecalis
Fouad et al.., em 2005, buscaram identificar a presenca de

Enterococcus faecalis em casos de insucessos endodonticos utilizando

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento molecular, e
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determinar se a prevaléncia de E. faecalis ¢ aumentada em pacientes
diabéticos. Quarenta casos de retratamento foram selecionados,
incubados em caldo de tioglicolato 37°C e extraido o DNA. O PCR foi
utilizado para identificar filogeneticamente a espéciec através do
marcador genético 14 Enterococcus spp. Trés casos foram eliminados,
pois os pacientes estavam em uso de antibioticos ou o dente ndo
apresentou radiolucidez perirradicular. Os 37 casos restantes, incluindo
seis pacientes diabéticos, tiverem oito amostras positivas para E.
faecalis, destes, seis (19%) eram de nao diabéticos e dois (33%) de
pacientes diabéticos. Filogeneticamente, todas as sequéncias de amostras
positivas corresponderam a E faecalis, sendo a unica espécie de
enterococcus detectada, com uma prevaléncia geral de 22%.

Sedgley et al.., em 20035, testaram trés hipoteses: (i) E. faecalis
pode sobreviver por longos periodos em dentes obturados sem nutrientes
adicionais, (ii) a densidade celular inicial influéncia a sobrevivéncia de
E. faecalis em canais radiculares instrumentados e (iii) capacidade de
produgdo de nutrientes influencia na sobrevivéncia de E. faecalis em
canais radiculares. Cento e cinquenta dentes unirradiculares extraidos
foram instrumentados, padronizados e divididos em seis grupos de 25.
Dentro de cada grupo 10 canais foram inoculados com o E. faecalis
OGI1-S e os outros 10 com E. faecalis OG1-X defeituoso para produgédo
de gelatinase. Cinco canais por grupo foram mantidos como controle ndo
inoculados. Os canais dos grupos 1 e 2 foram inoculados com 10°, as
bactérias foram incubadas durante 48h a 37°C, em seguida, preenchidas
com guta-percha e 6xido de zinco-eugenol. Entre os grupos 3 a 6 os
canais foram inoculados com 106, 10°, 10* e 10° respectivamente e

deixados sem preenchimento. Todos os dentes foram selados
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coronalmente com cimento de ionémero de vidro. Depois de seis (grupos
1, 3 - 6) e de 12 meses (grupo 2) de incubacdo a 37° C em 100% de
umidade, as raizes foram analisadas para a presenca de E. faecalis,
usando cultura microbioldgica, reagdo em cadeia da polimerase ¢
métodos histologicos. Células viaveis de E. faecalis foram encontradas
em todos os dentes obturados e entre 95 — 100% dos elementos
inoculados e ndo preenchidos. A produgdo inicial de gelatinase ndo
influenciou na recuperacdo de células viaveis das estirpes testadas.
Produtos de RNAr de E. faecalis 16S estavam presentes em todos os
dentes inoculados e ausente em todos os controles ndo inoculadas. E a
infecc¢do dos tubulos dentinarios foi evidente em microscopia optica apds
48h, 6 e 12 meses de incubagio.

Gomes et al.., em 2006, pesquisaram a presencga de E. faecalis em
infecgdes endodonticas através de testes de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e cultura microbiana. As amostras microbiologicas
foram obtidas a partir de 50 dentes com polpas necroticas nao tratadas
(infecgdo primaria) e de 50 dentes com falha do tratamento endodontico
(infeccao secundaria). Foram utilizadas as técnicas de cultura, incluindo
dilui¢do em série, chapeamento, incubacgao e identificagdo bioquimica.
Para a analise por PCR foi utilizado um primer especifico espécies do
16S DNAr. Cultura ¢ PCR detectaram o E. faecalis em 23 dos 100 ¢ 79
dos 100 dos dentes, respectivamente. A espécie alvo foi cultiva em dois
(4%) de 50 canais com polpa necrotica e em 21 (42%) de 50 canais
tratados endodonticamente. J& o PCR identificou a espécie em 41 (82%)
nas infecgdes primarias e 38 (76%) nas infec¢des secundarias.

Cogulu et al.., em 2008, avaliaram a presenga de patdgenos em

amostras de canais radiculares, de dentes deciduos e permanentes,
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utilizando o método de PCR ¢ determinar a associacdo desses
microrganismos com os sintomas clinicos de infec¢des endodonticas.
145 criangas de 5 a 13 anos de idade participaram do estudo. Foram
identificados os seguintes patdgenos nos dentes infectados: Actinomyces
israelii, Candida albicans, Enterococcus faecalis, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Streptococcus intermedius, Treponema denticola,
Parvimonas micra, Tannerella forsythensis, Enterococcus faecium,
Prevotella melaninogenica. T. denticola e E. faecalis foram altamente
associado com radiolucidez periapical e dor anterior, enquanto em dentes
deciduos e permanentes sensiveis a percussdo pode-se associar a
presenca de P. gingivalis.

Sassone et al.., em 2008, verificaram a microbiota de infecgdes
endodonticas primarias em dentes com ou sem fistula. As amostras
foram coletadas apos instrumentagdo com lima #15 H-file e duas pontas
de papel estéreis de 30 casos. A presenca de 40 espécies bacterianas foi
determinada pelo método de hibridacio DNA-DNA. As espécies
encontradas com maior prevaléncia foram: F. nucleatum sp. vincentii, P.
gingivalis, Veillonella parvula, E. faecalis, Campylobacter gracilis ¢
Neisseria mucosa. As contagens bacterianas totais foram semelhantes
entre os dentes com e sem uma fistula. E. faecalis, Streptococcus
anginosus, Capnocytophaga sputigena e Capnocytophaga gingivalis
tinham contagens significativamente mais elevados na auséncia de
fistula. Niveis mais elevados de P. gingivalis e F. nucleatum sp.
nucleatum foram observadas em casos com uma fistula. Buccalis
Leptotrichia e Porphyromonas endodontalis foram associados a

individuos com maior chance de fistula.
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Chivatxaranukul et al.., em 2008, analisaram capacidade de
invasdo e a predilegdo de E. faecalis nas paredes dos tibulos dentinarios.
A capacidade de invasdo dos tubulos dentinarios foi medida apos oito
semanas de incuba¢do em dentes humanos ex Vivo. Extensio e
profundidade maxima de invasdo tubular foram avaliados
histologicamente; a aderéncia foi avaliada apds a fratura vertical,
exposi¢do dos tubulos dentindrios e contaminagdo com estirpes
resistentes a eritromicina de E. faecalis aerobicamente por 2 horas e
analisadas com microscopia eletronica de varredura calculando no
nimero de células por 100u. A invasdo dos tibulos dentinarios mostrou-
se moderada apds oito semanas, no estudo de adesdo havia
significativamente mais bactérias aderidas a linha de fratura que nas
paredes dos tibulos dentinarios. Com relagao a parede tubular a adesdo
foi maior na dentina interior comparada a por¢do mais externa ¢ maior
quando a adesdo bacteriana foi testada em meio definido quimicamente
que em solug¢ao salina tamponada com fosfato.

Zhu et al.., em 2010, investigaram a prevaléncia, o fendtipo e o
gendtipo de E. faecalis extraidos da saliva e de canais de pacientes com
insucesso no tratamento endodontico. Foram coletadas amostras de 32
adultos submetidos a retratamento de lesdes periapicais apos tratamento
endodontico realizado no ultimos 2 anos. Para identificacdo do E.
faecalis foram utilizados os testes API20 STREP e 16S RNAr, além de
testes fenotipicos e gendtipos para detec¢do de genes de viruléncia. Das
19 amostras isoladas de E. faecalis, seis eram da saliva e 13 dos canais
radiculares, em trés pacientes as amostras da saliva apresentaram maior
resisténcia a gentamicina e os genes, ace, asa, gelE, cylA, e efaA,

apresentaram correlagdo em todas as amostras.
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Chavez de Paz, em 2012, testou a capacidade de quatro bactérias
do canal radicular em estabelecer uma comunidade multiespecies ¢
determinando as caracteristicas estruturais, fisiolégicas ¢ a composigdo
desta comunidade. Foram isolados as seguintes estirpes Actinomyces
naeslundii, Lactobacillus salivarius, Streptococcus gordonii, e E.
faecalis, e cultivados juntos em um sistema de célula miniflow, além de
avaliar a viabilidade celular e os parametros de biovolume, utilizando
um corante redox de fluorescéncia para determinar a atividade
metabodlica do biofilme bacteriano. As quatro espécies testadas foram
capazes de formar comunidades estaveis e reprodutiveis, mostrando um
crescimento continuo ao longo do tempo. No entanto, na auséncia de
glicose mostrou biovolumes significativamente menores. Uma elevada
propor¢ao de células viaveis (>90%) foi observada, e o crescimento do
biofilme estava correlacionado com a atividade metaboélica celular. A
estrutura em meio rico ndo mudou consideravelmente nas primeiras 120
horas, periodo no qual o E. faecalis, L. salivarius, e S. gordonii foram
mais abundantes.

D'Amato-Palumbo et al.., em 2013, avaliaram os microrganismos
de possivel origem oral associados as infec¢des de acesso vascular (VAI)
durante o periodo de 10 anos em pacientes sob hemodialise através do
Human Oral Microbiome Database (HOMD). Dos 218 registros
identificados, 65 pacientes apresentaram coletivamente 115 episodios
VAL Os microrganismos mais envolvidos foram: Staphylococcus aureus
(49,6% de infecgdes), Staphylococcus epidermidis (10,4%), Serratia
marcescens (10,4%), Pseudomonas aeruginosa (9,6%), e E. faecalis /

fecum (8,7%). Segundo o HOMD o risco de ocorrer uma VAI sendo
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causada por microrganismos provenientes da cavidade oral ¢ muito
pequena.

Guerreiro-Tanomaru et al.., em 2013, analisaram a contribui¢do
do E. faecalis na formagdo de biofilme em diferentes substratos. Placas
infectadas com E. faecalis foram utilizadas para o crescimento de
biofilme em dentina e osso bovino, gutta-percha e hidroxiapatita. Os
substratos foram incubados a 37°C durante 14 ou 21 dias, € o meio foi
trocado a cada 48 horas, apds os periodos de inducao do crescimento, as
amostras (n = 5 por grupo ¢ por periodo de indugdo) foram coradas
usando o Live / Dead, e as imagens foram analisadas ao microscopio
confocal. Neste caso a formacdo do biofilme foi observado em todos os
grupos, a gutta-percha teve o menor volume total em 14 dias e a
hidroxiapatita mais elevada aos 21 dias, no entanto ao final dos 21 dias o
volume de todas as amostras era semelhante.

Tennert et al.., em 2014, analisaram a microbiota de pacientes
submetidos a tratamento de infecgdes endodonticas — persistentes
primarias e secunddrias, relacionados aos aspectos clinicos e
radiograficos. Foram coletadas amostras de 21 pacientes através de
cones de papel esterilizados, as amostras foram plaqueadas e em seguida
os microrganismos foram isolados e identificados morfologicamente por
analise bioquimica e sequenciacdo dos genes de RNAr 16S de
microorganismos isolados. Em 12 dos 21 canais foram isoladas 33
espécies de bactérias, 12 anaerobios facultativos e 21 anaerdbios
obrigatoérios. O E. faecalis foi mais freqiientemente isolado em infec¢des
endodonticas secundarias e a Moraxella osloensis foi isolada a partir de
uma infec¢do endoddntica secundario com obturacdo do canal radicular

insuficiente acompanhada de uma leve sensacao de dor.
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Murad et al.., em 2014, investigaram a microbiota de canais
radiculares apds insucessos no tratamento endodontico, afim de,
identificar e quantificar os microrganismos existentes. Amostras
microbioldgicas foram retiradas de 36 canais radiculares com infecgao
endodontica persistente ¢ as espécies bacterianas foram determinadas
pelo quadriculado hibridizagio DNA-DNA. Os mais altos niveis
encontrados foram as seguintes espécies: E. faecium, Dialister
pneumosintes, Staphylococcus epidermidis e Helicobacter pylori, com
diferenca estatistica significativa entre bactérias gram-negativas ¢ gram-
positivas. Também pode-se observar nesse estudo uma correlagdo entre a
area da lesdo periapical e os niveis de espécies gram-negativas.

Vengerfeldt et al.,, em 2014, realizaram uma pesquisa com
pacientes que ndo foram submetidos ao contato com antibidticos para
revelar as comunidades bacterianas presentes no tratamento endoddntico
através do sequenciamento Illumina (Illumina Inc, San Diego, CA). As
amostras foram coletadas em condi¢des assépticas rigorosas a partir de
12 dentes (5 com CAP primario, 3 com CAP secundério, € 4 com um
abscesso periapical [PA]) e caracterizado o perfil da comunidade
microbiana. Os resultados dessa analise demonstraram comunidades
altamente polimicrobianas nos trés grupos pesquisados, sendo, as mais
frequentes, Firmicutes e Bacteroidetes. As comunidades foram
individualmente diferentes, mas as bactérias anaerobias predominaram
como regra. E. faecalis foi encontrado apenas em pacientes com PAC
secundario.

De acordo com Antunes et al.., em 2015, a maioria dos estudos
sobre dentes tratados endodonticamente focam apenas no canal principal

nao distinguindo regides nem a complexa anatomia dos canais, além
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disso, a maioria desses estudos fornecem apenas dados de prevaléncia.
Nesse caso, o estudo foi desenhado para realizar a contagem total ¢ a
presenca de patégenos exclusivamente endodonticos na porgdo apical do
sistema de canais radiculares apds tratamento de periodontite apical.
Foram obtidos 27 espécimes, com periodontite apical persistente,
durante cirurgia perirradicular, e utilizada em tempo real uma reagdo em
cadeia polimerase para quantificar o total de bactérias. Vinte e um dentes
apresentaram bactérias, sendo as mais prevalentes Streptococcus (76%),
Actinobacteria (52%) e Pseudoramibacter alactolyticus (19%). Ja o E.
faecalis foi encontrados em apenas tres casos dominantes em 2.

Ran et al.., em 2015, analisaram a capacidade de invasdo de
tubulos dentinarios de E. faecalis. Foram infectados 40 dentes humanos
unirradiculares em pH alcalino e condi¢des de estresse nutricional. Os
canais foram padronizados e apds quatro semanas de contaminagdo as
raizes foram dividida verticalmente em duas metades: uma metade foi
processada para analise de formagdo de biofilme usando um microscopio
eletronico de varredura, a outra metade foi corada com reagentes
fluorescentes e a profundidade de invasdo tubular dos microrganismos
foi examinada por microscopia laser confocal. A estirpe de E. faecalis
resultou na formacao de biofilme e invasdo dos tibulos dentinérios sob
todas as condic¢des de estresse com excecdo dos pH 11 e 12, no entanto,
a distancia de penetragdo tubular foi drasticamente reduzida nestas
condigdes de stress em comparagdo com em caldo triptico de soja (TBS)
ou pH 7. A profundidade de invasdo na dentina na por¢ao medial da raiz
foi significativamente maior do que nas secgdes apicais em TSB e em

meio de privagao de energia.
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2.2 Digluconato de clorexidina

Ferraz et al.., em 2001, testaram a clorexidina (CHX) gel como
substancia quimica auxiliar e sua ac¢do contra E. faecalis em canais
radiculares. Microscopio eletronico de varredura foi utilizado para
analisar a capacidade de desinfeccdo da CHX gel comparado com outros
irrigantes comumente utilizados nos tratamentos endoddnticos como
hipoclorito de so6dio (NaClO) e CHX liquida. Os resultados indicaram
que o gel de CHX resultou em uma superficie do canal radicular limpa e
teve uma capacidade antimicrobiana comparavel aos resultados obtidos
com as outras solugdes testadas. Concluiu-se que a CHX gel tem
potencial para uso na endodontia.

Gomes et al., em 2001, avaliaram a eficidcia de varias
concentragdes de NaClO (0,5%, 1%, 2,5%, 4% e 5,25%) e duas formas
de gluconato de clorexidina (gel e liquido) em trés concentragdes (0,2%,
1% e 2%) na eliminagdo de E. faecalis. Para esse teste foram utilizadas
coldnias puras de E. faecalis, cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI)
com 10% de sangue de carneiro e placas contendo agar para o
crescimento bacteriano. A suspensdo foi preparada com solucdo estéril
de NaCl a 0,85% e a turbidez determinada por espectrofotdometro na
escala McFarland 0,5. Em cada pogo foram adicionados 1 ml da solugao
a ser testada e 2 ml da suspensdo bacteriana misturados pela a¢do de
ultrassom por 10s. Seis pogos foram utilizados para cada periodo de
tempo e concentragdo irrigante. A cada periodo de tempo 1 mL de cada
pogco foi transferido para tubos contendo 2 ml de neutralizador preparado
BHI a fim de evitar uma acdo residual dos irrigantes. Os tubos foram

incubados a 37°C durante sete dias. Considerou-se crescimento positivo
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aqueles que apresentaram turbidez média durante o periodo de
incubagdo. Todos os irrigantes foram eficazes contra o E. faecalis, mas
em momentos diferentes. A CHX liquida em todas as concentragdes
testadas (0,2%, 1% e 2%) e NaOCI (5,25%) foram os mais eficazes
irrigantes. No entanto, o tempo necessario para CHX liquida 0,2% e
CHX gel 2% promover culturas negativas foi de apenas 30s e 1 minuto,
respectivamente. Todas as substdncias testadas possuem acao
antimicrobiana, porém o tempo necessario para a acdo depende do tipo e
da concentragdo da solugdo irrigadora.

Gomes et al.., em 2003, analisaram, in vitro, a eficacia do gel de
CHX 2% e do hidroxido de calcio (Ca(OH)2) como medicagdo
intracanal contra E. faecalis. Foram selecionados 180 incisivos centrais
bovinos extraidos e infectados durante sete dias com E. faecalis. As
amostras foram divididas em quatro grupos de acordo com a medicago
utilizada: Grupo 1: CHX gel 2%; Grupo 2: Ca(OH)2 em um veiculo
viscoso (polietilenoglicol 400); Grupo 3: CHX gel 2% + gel de Ca(OH)2
e Grupo 4: BHI como grupo controle. As medica¢des foram colocadas
dentro da luz do canal e deixadas pelos periodos de experimentais de 1,
2,7, 15 e 30 dias. Para remover a medicagao foi utilizada solucao salina
estéril e a secagem dos canais foi realizada com cones de papel também
estéreis. Raspas de dentina dos canais foram obtidas através da utilizagdo
squencial de brocas de baixa rotagdo e imediatamente colocadas em
tubos contendo caldo BHI, que permaneceram a 37°C e foram
observados diariamente, para, de acordo, com a turbidez determinar o
crescimento bacteriano. A CHX gel inibiu completamente o crescimento
bacteriano ap6s 1, 2, 7 e 15 dias, o Ca(OH)2 permitiu o crescimento

microbiano em todos os momentos experimentais. A combinacdo de
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CHX e Ca(OH)2 foi eficaz ap6s 1 e 2 dias, demonstrando 100% de agao
antibacteriana; no entanto, a sua atividade antibacteriana reduziu entre 7
e 15 dias. A CHX gel 2% sozinha foi mais eficaz contra o E. faecalis que
o Ca(OH)2 (P <0,05). No entanto, sua atividade antibacteriana dependeu
do tempo em que ela permaneceu no interior do canal radicular.
Kontakiotis et al.., em 2008, determinaram a influéncia de duas
medicagdes intracanal (Ca(OH)2, CHX gel 2%), utilizadas isoladamente
ou combinadas e sua capacidade de vedacdo apds obturagdo a curto e
longo prazo de canais radiculares permanentes. Para este estudo foram
selecionados 90 incisivos centrais superiores divididos em quatro grupos
experimentais. Todos os canais foram instrumentados com a técnica
step-back em seguida tratados da seguinte forma: grupo I, curativo
intracanal com Ca(OH)2 por 2 semanas em seguida obturacdo por
compactagao lateral da guta-percha e cimento AH26; grupo II, CHX gel
2% por duas semanas ¢ obturagdo como grupo I; grupo III, medicacdo
com uma nova pasta feita pela mistura de Ca(OH)2 + CHX gel 2%
durante duas semanas e obturagdo como descrito anteriormente; grupo
1V, foram imediatamente obturados. Para medir a capacidade de vedacao
foi utilizado o modelo de fluido de transporte. As medidas inicias foram
realizadas apos 24h para estabiliza¢ao do cimento e durante o periodo de
3h e ndo observou-se nenhuma diferenca entre os grupos. A infiltragdo
foi novamente medida apds seis meses e novamente ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos. Com base nesses
resultados pode-se sugerir a utilizagdo clinica desses materiais, pois 0s
tratamentos nao afetaram a veda¢ao da obturagdo radicular.
Kandaswamy et al., em 2010, investigaram a atividade

antimicrobiana de CHX gel 2%, propolis, suco de Morinda citrifolia
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(MCJ), 2% de iodo povidona (PVP-I), e Ca(OH)2 em canais radiculares
infectados com E. faecalis em duas profundidades diferentes (200u e
400p), e trés diferentes intervalos de tempo (dias 1, 3 ¢ 5). Cento e
oitenta dentes humanos extraidos foram contaminados com E. faecalis
por 21 dias e divididos em seis amostras: Grupo I (salino) (controle
negativo), Grupo II (Prépolis), Grupo III (MCJ), Grupo IV (2% PVP-I),
Grupo V (CHX gel 2%), Grupo VI (Ca(OH)2). No final do 1°, 3°, e 5°
dias, a populagdo bacteriana vital remanescente foi avaliada. Raspas de
dentina foram coletadas nas duas profundidades pré-determindas ¢ os
numeros totais de unidades formadoras de colonia foram analisados. Nao
houve diferenga entre as profundidades coletadas, ja entre as medicagdes
a CHX gel 2% obteve a melhor agdo antimicrobiana (100%), seguida de
PVP-I (87%), propolis (71%), MCJ (69%), e Ca(OH)2 (55%).

Delgado et al., em 2010, avaliaram a eficacia do
Ca(OH)2 e CHX gel sobre a eliminacdo intratubular de E. faecalis.
Dentes humanos unirradiculares foram contaminados ¢ medicados com
Ca(OH)2, CHX gel 2%, Ca(OH)2 + CHX gel 2% e uma solucdo salina
(NaCl a 0,9%) como controle negativo. A contagem bacteriana foi
realizada através das unidades formadoras de colonias (UFCs) e a
viabilidade foi analisada por microscopia de fluorescéncia apoés 14 dias
de incubagdo. Foi observado diminui¢cdo de UFCs e E. faecalis viaveis
apos a utilizagdo de ambos os tratamentos quando comparados ao grupo
controle. A CHX gel teve maior ag@o antimicrobiana quando comparada
ao Ca(OH)2. E entre a CHX gel 2% com e sem a adi¢gdo do Ca(OH)2
ndo houve diferen¢a significativa. Sendo assim, ambas as medicacdes

possuem agdo antimicrobiana sobre o E. faecalis.
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Rasimick et al.., em 2010, investigaram a estabilidade da CHX e
da doxiciclina em dentina adjacente ao canal radicular. Para isso, foram
utilizados dentes humanos extraidos preparados e irrigados com MTAD
ou Endo-CHX, permanecendo estocados a 37°C. Os canais foram
ampliados por 0,3mm e as raspas de dentina recolhidas e analisadas por
cromatografia liquida de elevado desempenho de fase reversa. Apds um
dia de estocagem os canais continham 3,4 +/- 1,3mcg doxiciclina ou 43
+/- 20meg clorexidina. A meia — vida da doxiciclina a da CHX foi
calculada em trés semanas ¢ 14 semanas, respectivamente. Grupos de
monitoramento de decomposi¢do diluido em doxiciclina ou CHX em
agua tiveram meia - vida de 5,8 semanas e 40 semanas, respectivamente.
Nesse caso, a clorexidina se mostrou muito mais estivel em rela¢do a
doxiciclina.

Baca et al.., em 2011, avaliaram a atividade antimicrobiana
residual de quatro protocolos finais de irrigagdo em raizes contaminadas
com E. faecalis. O biofilme foi cultivado durante quatro semanas em
dentes unirradiculares, apds as raizes terem sido preparadas
mecanicamente, sendo divididas entre os seguintes protocolos: grupo 1:
EDTA - NaOCl, (EDTA 17% seguido de NaOCL 5,25%); grupo 2: MA
- NaOCl, (4cido maleico 7% seguido de NaOCl 5,25%); grupo 3 CHX +
EDTA - CTR, (EDTA 17% seguido por CHX 2% (CHX) + cetrimida
0,2%); e grupo 4 de MA - CHX + CTR, (MA 7%, seguido por CHX 2%
+ CTR 0,2%). As amostras foram coletadas durante 60 dias para indicar
a presenca de crescimento bacteriano. Todos os canais onde o ultimo
irrigante foi o NaOCl 5,25% mostrou culturas positivas ao final do
quinto dia. Grupos com EDTA - CHX + CTR e MA - CHX + CTR ¢
irrigagdo final com CHX 2% + CTR 0,2% mostrou 72,1% e 66,8% sem
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crescimento bacteriano em 60 dias, respectivamente, ndo ocorrendo
diferenca estatitica significante entre esses grupos. A combinacdo de
CHX 2% + CTR 0,2% seria uma alternativa eficaz para irrigacdo final
regime dada a sua agdo antimicrobiana ao longo do tempo.

Lima et al.., em 2012, avaliaram a eficacia do Ca(OH)2 como
base para medicaco intracanal quando contaminados com E. faecalis.
Cento e seis dentes humanos unirradiculares foram inoculados com E.
faecalis (ATCC 29212) e incubado em um ambiente com restrigdes de
oxigénio por 21 dias. Os dentes foram divididos de acordo com o
medicamento e o periodo testado: G1 - Calen (7 dias); G2 - Calen (14
dias); G3 — Calen / paramonoclorofenol canforado (PMCC) (7 dias); G4
- Calen / PMCC (14 dias); G5 - Calen / 0,4% de CHX (7 dias); G6 -
Calen / CHX 0,4% (14 dias); G7 - Calen / CHX 1% (7 dias); G8 - Calen
/ CHX 1% (14 dias); G9 - preparo quimico-mecanico sem medicagdo e
G10 - sem preparo quimico-mecanica ¢ medicagdo. As amostras foram
coletadas imediatamente apds a remocdo da medicagdo ¢ novamente
coletadas sete dias apds a remo¢do da medicacdo. Todos os
medicamentos foram associados a uma reducdo de E. faecalis logo apos
a remog¢ao da medicagdo. No entanto, todas as substancias testadas foram
associadas com um aumento nos valores de UFC mL (-1) ap6s sete dias.
Calen / PMCC e Calen / CHX apresentaram os menores valores UFC
mL (-1) (p <0,05). Nesse caso, todas as combinagdes de medicagdo
foram capazes de diminuir significativamente o nimero de UFC de E.
faecalis.

Souza et al.., em 2012, analisaram a substantividade da CHX gel
em canais radiculares durante o periodo de 24 horas, 30 e 90 dias. Para

realizarem o estudo foram utilizados 45 dentes humanos anteriores
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extraidos, separados em trés grupos de acordo com a solugdo utilizada no
preparo do canal radicular, CHX liquida 2%, CHX gel 2%; e agua
destilada como grupo de controle. O comprimento de trabalho foi
determinado através de uma lima #10 K-file introduzida dentro do canal
radicular até o momento em que fosse observada sua saida através do
forame apical e recuado 1 mm, sendo as raizes preparadas até o
instrumento #45. As raizes foram seccionadas resultando em 30 amostras
por grupo, sendo essas, divididas aleatoriamente em trés subgrupos para
avaliacdo da substantividade nos periodos pré-determinados. A
quantidade de CHX (em micrometros) foi medida por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase inversa. Foram
encontradas quantidades significativas de CHX liquida e gel retidas do
substrato de dentina indiferente do tempo de incubagdo, sendo que a
CHX liquida apresentou maior substantividade nas primeiras duas
analises, diferentemente da amostra com 90 dias de incubacdo. Ja a
CHX gel apresentou nas amostras de 30 e 90 dias valores semelhantes
entre si. Nesse caso, as duas substancias se mostraram eficientes quanto
a substantividade por até 90 dias.

De Lucena et al.., em 2013, avaliaram a efetividade da CHX
comparada a octenidina em raizes de dentes humanos infectados com E.
faecalis. Foram produzidos 40 segmentos de dentes humanos infectados,
amostras de dentina radicular foram colhidas na quarta semana e
serviram como base de dados. Na oitava semana as amostras foram
dividas aleatoriamente em quatro grupos testes: pasta de Ca(OH)2 (CH),
CHX gel (5,0 %), clorexidina / guta-percha (CHX - GP) e gel de
octenidina (OCT-gel) (5,0%), seguido por incubacdo de 4 semanas. A

viabilidade da bactéria foi avaliada por dois corantes fluorescentes
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determinando: porcentagem de bactérias viaveis (PBV%) e nimero de
UFCs. Células bacterianas viaveis foram detectadas em todas as
amostras de dentina radicular nas semanas 4 e 8. O tratamento com CHX
gel, CHX - GP e OCT - gel, resultaram em PBV% significativamente
mais baixo com 15,4%, 3,5% e 0% respectivamente. Na semana 12 ndo
foi registrado UFCs, quando analisado o CH a PBV% apresentou-se
aumentada mas sem mudangas nas UFCs. Quando comparados ambas as
medicagdes tem potencial efeito sobre o E. faecalis, ja entre todos os
grupos a OCT apresentou um melhor potencial como medicagdo
intracanal.

Arias-Moliz et al.., em 2014, analisaram efeito antimicrobiano
do NaClO 2,5% sozinho e associado a 9% &cido etidronico (HEBP)
(NaOCI/HEBP), acido peracético 2% (PAA) e CHX 2%, sobre a
viabilidade de E. faecalis ligados a dentina. Para isso, foram produzidos
blocos de dentina que permaneceram em contato com o E. faecalis
durante cinco dias para contaminagdo e por 3min em contato com a
solugdo a ser testada, como controle foi utilizado agua destilada. O
volume total e a porcentagem de células mortas na dentina infectada
foram analisados por microscopia confocal e pela técnica life/dead. Nas
solucdes de NaOCIl, NaOCI/HEBP pode-se observar um percentual
significativamente maior de células mortas, seguindo da solugdo de
PAA. Nenhum efeito antimicrobiano significativo de CHX foi observado
em comparagdo com o grupo de controle. O volume total diminuiu
significativamente em NaOCl, NaOCI/HEBP e PAA, em comparacao ao
grupo de controle e a CHX. As solu¢des de NaOCl e NaOCI/HEBP

foram as mais eficazes contra um biofilme de E. faecalis.

35



Niazi et al.., em 2014, investigaram a dindmica da desinfec¢io
utilizando solu¢des com de tripsina 1% e proteinase K 1%, combinado
com CHX 2% (com ou sem uso do ultrassom) em um modelo de
multiplas espécies bacterianas encontradas em tratamentos endodonticos.
O biofilme composto por: Propionibacterium acnes, Staphylococcus
epidermidis, Actinomyces radicidentis, Streptococcus mitis e E. faecalis,
foram cultivadas em dentes unirradiculares. Os grupos de tratamento
eram compostos por: tripsina 1% e CHX 2%, proteinase K 1% ¢ CHX
2% (com ¢ sem ultrassom). CHX 2% foi o controle positivo e solugdo
salina estéril (com e sem ultrassom) foi o controle negativo. Para avaliar
o modelo bacteriano foi utilizada microscopia confocal de varredura
laser e a técnica life/dead. O grupo de tripsina e CHX com ultrassom foi
significativamente mais eficaz na redugdo da contagem de bactérias
viaveis ¢ na reducdo da cobertura de substrato que todos os outros
grupos. A contagem das bactérias viaveis do grupo proteinase K
associada a CHX com ou sem o uso do ultrassom, foram
significativamente menores em compara¢do ao controle ndo tratado e a
solugdo salina. J& a CHX sem a associagdo com a tripsina e a proteinase
K, foi menos eficaz quanto a ruptura do biofilme em comparagdo aos
grupos associados. O grupo tripsina ¢ CHX com ultrassom foi
significativamente mais eficaz na reducdo de contagens de bactérias
viaveis e ruptura do biofilme.

Bailon-Sanchez et al.., em 2014, avaliaram a atividade
antimicrobiana e a capacidade de inibicao e formagao de biofilme de E.
faecalis, fazendo uso cimento endodontico AH Plus, sozinho e com a
adicdo de CHX, cetrimide (CTR), e combinagdes dos dois. O cimento

AH Plus foi misturado a CHX 1% e 2%, ¢ a CTR 0,1% e 0,5% e
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combinagdes de ambos foram analisadas de acordo com sua atividade
antimicrobiana pelo teste de contato direto e tiveram a determinagdo da
inibigdo da formagao do biofilme em 24h, o cimento sozinho foi usado
como controle. AH Plus + CHX mostrou uma baixa atividade
antimicrobiana em relacdo ao controle em ambas as concetragdes. AH
Plus + CTR mostraram uma relagdo direta entre a concentragdo e efeito
antimicrobiano, atingindo uma reducdo e inibicdo da formagdo de
biofilme em 0,2%. As combinacdes de CHX + CTR, foram necessarias
concentragdes mais baixas para o mesmo efeito, sendo alcangadas
erradicacdo e inibicdo de biofilme. A adicdo de CHX, CTR, ou a
combinagdo destes ao AH Plus mostrou uma inibi¢do na formagdo de
biofilme de E. faecalis.

Du et al.., em 2014, avaliaram a atividade antimicrobiana de
diferentes  solugdes desinfectantes utilizadas em tratamentos
endoddnticos. Os blocos de dentina contaminados com E. faecalis,
foram incubados por um dia e trés semanas e submetidos a exposicdo as
seguintes solucdes: agua esterilizada, CHX 2%, NaOCI 2% e NaOCl
6%, durante 3, 10, e 30 minutos. Ap0ds os tratamentos as amostras foram
analisadas por microscopia confocal de varredura e pela técnica
LIFE/DEAD de viabilidade bacteriana. A propor¢ao de células mortas
foi menor aos 3min de exposi¢do quando comparado aos outros dois
tempos, porém pode-se observar que nos primeiros 3min a morte
bacteriana foi mais rapida, diminuindo significativamente aos 10min. A
solucdo de NaOCL 6% foi a mais eficaz contra ambos os tempos de
incubacao, ja a CHX 2% e o NaOCL 2% nao apresentaram diferenca
significativa entre eles. Ainda, observou-se, que as amostras com um dia

de incubagdo apresentaram maior morte bacteriana em relacdo as
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amostras incubadas por trés semanas. A solugdo desinfectante ¢
dependente do tempo para promover a agdo, no entanto ndo mostrou-se
necessario um periodo superior a 10min de exposigdo.

Bottcher et al.., em 2015, correlacionaram a viabilidade
bacteriana ap0s a utilizagdo de uma solugdo de CHX 2% na dentina por
meio de microscopia de varredura e cromatografia liquida de alto
desempenho, durante 48 horas, 7 dias e 30 dias. Para isso, utilizou-se,
123 dentes humanos extraidos, divididos em quatro grupos de acordo
com a solugdo utilizada, CHX ou soro fisiologico, ¢ presenca de E.
faecalis. As amostras foram mantidas em contato, durante 5 minutos, em
Sml de uma das solugdes utilizadas, sendo que, cada grupo foi dividido
em trés subgrupos para realizar as analises. Houve uma correlagido
negativa entre a porcentagem de células vivas e a quantidade restante de
CHX. Apos as primeiras 48h a CHX reduziu significativamente o
nimero de células vidveis em comparacdo com soro fisioldgico,
igualmente ao analisado no sétimo dia. Na tltima amostra, 30 dias apds,
a CHX apresentou um aumento de células vidveis tornando-se
semelhante a solugdo salina. Simultaneamente observou-se uma redugao
significativa na CHX remanescente nas amostras de 30 dias. Observou-
se que a solu¢do de CHX 2% foi detectada durante 48 horas e sete dias
com uma baixa porcentagem de células vidveis e que a presenga de
microrganismos na dentina humana nao afetou de manutengdo CHX.

Wilson et al.., em 2015, investigaram se a variabilidade genética
de E. faecalis altera a formagdo de biofilme apos a exposi¢do a solu¢des
irrigantes e medicamentos endodonticos. Foram coletadas cinco
diferentes amostras de E. faecalis de diferentes pacientes. Os biofilmes

foram cultivados em placas de microtitulagdo na presenga de NaOClI,
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Ca(OH)2, CHX, tetraciclina ou clindamicina e quantificados por
coloragdo violeta cristal ¢ a densidade optica determinada com um leitor
de microplacas. A produgdo de muco foi determinada qualitativamente
por crescimento em placas de dgar com vermelho Congo. Modelos
lineares mistos foram utilizados para determinar o crescimento das
deferentes variabilidades de bactérias na presenga das solucdes ou
medicagdes. De maneira geral todas as substincias inibiram o
crescimento de E. faecalis. Duas cepas apresentaram resisténcia
significativa na presen¢a de tetraciclina e uma na presenca de NaOCI.
Qualitativamente a produ¢do de muco variou de acordo com a produgio
de biofilme. Os resultados indicam que as cepas de E. faecalis que
formam biofilme quando exposta a diferentes solucdes endoddnticas

podem ter maior probabilidade de sobreviver tratamento.

2.3 Hidréxido de célcio

Tanomaru Filho et al.., em 2002, avaliaram a recuperagdo apical
em caes com necrose pulpar e lesdo periapical cronica apos o tratamento
endodontico. Para isso, foram utilizados 72 canais radiculares de quatro
cdes submetidos a preparo quimico/mecanico com NaOCl 5,25% ou
CHX 2% como solugdo de irrigante. Alguns canais eram obturados
imediatamente apds o tratamento com Sealapex e técnica de
condensagao lateral dos cones de gutta-percha, e outros eram
preenchidos com Ca(OH)2 como medicacdo intracanal durante 15 dias.
Passado esse periodo, eram também obturados com Sealapex. Duzentos
e dez dias depois, os animais foram sacrificados e obtidos cortes

histolégicos corados com hematoxicilina para andlise em microscopia
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optica da reparacdo apical e periapical. Nao observou-se diferenca entre
as raizes seladas imediatamente ¢ preenchidas com medicac¢do, porém
notou-se melhores resultados nos preparos realizados com clorexidina.

Tanomaru et al.., em 2003, investigaram efeito do preparo
biomecanico com diferentes solucdes irrigadoras e Ca(OH)2 como
medicacdo intracanal em canais radiculares de cdes com presenca de
endotoxina bacteriana (lipopolissacarideos — LPS). Cento e quarenta
raizes de pré-molares de sete cdes foram preenchidas com Escherichia
coli LPS por 10 dias, sendo que trés raizes foram perdidas no
processamento histoldgico. Para o preparo quimico/mecanico foram
utilizadas as seguintes solugdes irrigadoras: NaOCl 1%, 2,5% e 5%;
CHX 2 % e soro fisioldgico, um grupo irrigado com soro fisioldgico ¢
utilizagdo de Ca(OH)2 como medicagdo intracanal e outro mantido
contaminado durante todo o experimento. Os animais foram sacrificados
60 dias apds e analisados os seguintes parametros: (a) infiltrado
inflamatorio, (b) a espessura ligamento periodontal, (c) a reabsor¢ao do
cemento e (d) reabsorcdo Ossea. Os exames hitopatoldgicos revelaram
que todos os grupos tratados apresentavam maior infiltrado inflamatorio
e espessamento periodontal, e maior reabsorc¢ao tanto de cemento quanto
Ossea, em comparagdo ao grupo que recebeu a medicagdo com Ca(OH)2.
Nesse caso, observou-se que o preparo quimico/mecanico nao inativa o
efeito das endotoxinas, mas o Ca(OH)2 como medicag@o parece inativar
o efeito das mesmas.

Gomes et al.., em 2003, demonstraram o tempo necessario para
recontaminacao de canais radiculares selados com Ca(OH)2, CHX gel
2% ou a combinacdo de ambas as medicagdes. Foram selecionadas 80

raizes de pré-molares humanos, livres de caries e com apice formado.
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Apods o preparo biomecanico de 75 dentes, eles foram divididos
aleatoriamente em nove grupos de acordo com a medicagdo intracanal ¢
selamento coronal com 'Intermediate Restorative Material' (IRM) da
seguinte forma: (i) 10 dentes medicados com CHX gel 2%, sem
selamento coronal; (ii) 10 dentes medicado com CaOH2, sem selamento
coronal; (iii) 10 dentes medicado com CaOH2 + CHX gel 2%, sem
selamento coronal; (iv) 10 dentes medicado com CHX gel 2% +
selamento coronal; (v) 10 dentes medicados com CaOH2 + selamento
coronal;; (vi) 10 dentes medicado com CHX gel 2% + CaOH2 +
selamento coronal;; (vii) 10 dentes sem medicacdo intracanal e
selamento coronal;; (viii) 5 dentes sem medicagdo intracanal ¢ sem
selamento coronal, utilizado como grupo controle positivo (PC); (ix)
cinco dentes com as coroas intactas serviram de grupo controle negativo
(NC). Frascos de vidro foram preenchidos com caldo de infusdo de
cérebro e coragdo (BHI), de modo que apenas o apice estava em contacto
com o caldo, enquanto a coroa foi imersa em saliva humana + BHI (3:1).
Os frascos foram entdo incubados a 37 © C numa atmosfera de CO2 a
10%, e o crescimento microbiano foi verificado diariamente. A
recontaminagdo foi detectada ap6s um periodo médio de 3,7 dias nos
canais sem selamento medicados com CHX gel 2%, 1,8 dias no grupo
medicado com CaOH2 e 2,6 dias no grupo medicado com CaOH2 +
CHX gel 2%. Quando as coroas foram seladas com IRM, a
recontaminacdo foi detectado dentro de 13,5 dias nos canais medicados
com CHX gel 2%, apds 17,2 dias no grupo medicado com CaOH2 e
apos 11,9 dias no grupo medicado com CHX gel 2% + CaOH2. O grupo
sem medicacdo, mas selado com IRM, mostrou recontaminacao ap6s 8,7

dias. O selamento coronal aumenta o tempo para que ocorra uma
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recontaminacdo dos canais radiculares, ja os de medicamentos utilizados
ndo se mostraram significativamente diferentes quando a atividade
antimicrobiana.

Delgado et al.., em 2010, avaliaram a eficacia do Ca(OH)2 e da
CHX gel 2% na eliminagdo de E. faecalis da regido intratubular de
dentes humanos unirradiculares. As raizes foram contaminadas e
posteriormente receberam os seguintes tratamentos: Ca(OH)2, CHX gel
2%, Ca(OH)2 mais CHX gel 2%, ou de solucgdo salina (NaCl a 0,9%)
como controle negativo. Observou-se uma diminui¢do significativa no
nimero de UFC e no percentual de células viaveis quando comparados
os grupos de Ca(OH)2 e CHX gel 2% ao grupo controle. A CHX gel 2%
apresentou resultados significativamente maiores quando comparada ao
Ca(OH)2, ja quando associada ao Ca(OH)2 a CHX nao apresentou
melhoras nas propriedades antimicrobianas. Ambas as substincias
apresentaram agdo antimicrobiana sobre o E. faecalis, porém a CHX
apresentou atividade aumentada em relagdo ao Ca(OH)2 e na unido das
duas substancias ndo se obteve um ganho na atividade antimicrobiana
permanecendo semelhante a CHX sozinha.

Roégas & Siqueira, em 2011, avaliaram os efeitos antimicrobianos
do preparo quimico-mecanico associado ao uso de medicacao intracanal.
Foram colhidas amostras de 24 canais com polpa necrosada que serviram
de grupo controle (S1), foi realizado o preparo quimico-mecanico com
NaOClI 2,5% (S2), e como medicagdo intracanal, durante sete dias, foi
utilizado pasta de Ca(OH)2 com glicerina ou paramonoclorofenol
canforado / glicerina (S3). A presenga de microrganismos foi avaliada
por meio da técnica de PCR ¢ a identificag¢do através da closed-ended

reverse-capture. Todas as amostras foram positivas para bactérias e
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negativas para outros microrganismos, como fungos, sendo todos os
procedimentos eficazes na reducdo do numero de bactérias. Em 46% das
amostras S2 ¢ 62,5% de amostras S3 a analise por PCR foi negativa.
Exceto nas comparagdes com o grupo S1, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos estudados. No entanto, a
presenca de niveis detectaveis de bactérias persistentes em muitos casos,
indica que a busca de estratégias mais eficazes de tratamento
antimicrobianos deve ser estimulada.

Wagner et al.., em 2011, pesquisaram a eficacia da associagdo de
um inibidor de bomba de protons (omeprazol) com Ca(OH), como
medicagdo intracanal em ratos com lesdes periapicais induzidas. Trinta e
seis ratos wistar machos foram selecionados e tiveram a lesdo induzida
no primeiro molar inferior direto. Apos 28 dias foi realizado o preparo
do canal, que receberam as seguintes medicagdes: grupo controle
negativo polietileno glicol 400 (PEG400); grupo de controlo positivo,
Ca(OH), + PEG400; ¢ grupo de teste Ca(OH), + omeprazol + PEG400;
selamento com amadalgama durante 15 ou 28 dias. Amostras
microbioldgicas foram coletadas em trés periodos: S1, apds 28 dias de
inducdo da lesdo; S2, apds o preparo quimico-mecanico; € S3, apos a
medicagdo (15 e 28 dias). A analise radiografica e histologica revelou
que tanto Ca(OH), ou Ca(OH), com omeprazol produziu uma redugao
de lesdes periapicais em 28 dias, quando comparado com o grupo
controle negativo. A redugdo das lesdes periapicais e de células de
infiltrado inflamatério foi visivelmente melhorada na associagdo do
omeprazol com Ca(OH),, com um aumento das areas osseas reparadoras.
A avaliagdo microbiologica mostrou uma diminui¢do significativa de

UFCs, mas nao foram observadas diferencas entre S2 e S3 e os periodos
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de tempo ou entre os grupos experimentais dentro do periodo S3. Além
disso, a caracterizagdo bacteriana mostrou uma possivel atividade
seletiva dos medicamentos. Os dados mostraram que a associagdo entre
Ca(OH), + omeprazol mostrou-se mais eficaz na recuperacdo das lesdes
periapicais induzidas no ratos e pareceu exercer diferente atividade
antimicrobiana seletiva em comparagdo com a medica¢do convencional
de Ca(OH),.

Oliveira et al.., em 2012, investigaram os efeitos do tratamento
endododntico utilizando diferentes irrigantes em canais radiculares com
necrose pulpar e lesdo periapical e seus possiveis efeitos citotdoxicos.
Foram selecionados 36 canais radiculares, divididos em trés grupos de
12 canais de acordo com a solugdo irrigadora utilizada: CHX gel 2% +
hidréxido de calcio (0,14% agua de cal) (CHX + LW); CHX gel 2% +
polimixina B (CHX + PmB); CHX + solu¢do salina (controle). As
amostras foram coletadas antes (S1) e apods a instrumentagdo (S2), a
terceira amostra (S3) foi realizada apos o EDTA e S4 ap6s medicagao
intracanal (CHX + Ca(OH), durante 14 dias). As endotoxinas foram
quantificadas pelo ensaio cromogénico amebocitos lisado de Limulus, e
os efeitos citotoxicos foram avaliados pela producdo de citocinas
(interleucina-18, fator alfa de necrose tumoral) em macroéfagos (RAW
264.7 estimuladas) com o conteido do canal radicular. Endotoxinas
foram detectadas em todos os canais radiculares antes instrumentagao
(S1). No grupo CHX + LW ocorreu a maior redugdo apds a
instrumentagdo (99,18%), semelhante ao grupo CHX + PmB (96,42%,
P> 0,05) e diferente do grupo CHX (90,78%, P <0,05). Amedicagao
intracanal promoveu uma importante neutralizagdo das endotoxinas, com

uma redugdo de 99,2% para 100%. O conteudo do canal radicular
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induziu um aumento da produgdo de fator de necrose tumoral, quando
comparado as amostras S1 com as amostras obtidas apds o tratamento.
Sendo, a combinagdo de agua de cal e CHX como irrigante mais eficaz
na reducdo de endotoxinas nos canais radiculares, ¢ a medicacdo
intracanal na neutralizacdo dos efeitos citotoxicos.

Pavaskar et al.., em 2012, avaliaram a eficacia como medicagdo
intracanal do Ca(OH),, Vitapex (VP), linezolida (LZ), uma combinagao
de LZ com Ca(OH), (LC) contra E. faecalis. Pré-molares unirradiculares
humanos foram padronizados com instrumentos F3 do sistema ProTaper.
As raizes foram inoculadas com E. faecalis e incubadas. Apds 72 horas
de uso da medicagdo foram seclecionadas seis amostras de cada grupo
pesquisado e extraido raspas de dentina, que foram colocadas em infusdo
cérebro/coragdo (BHI), sendo realizadas diluigdes do BHI em agar
sangue para contagem das UFCs, o procedimento foi repetido apos oito e
14 dias. No grupo Ca(OH),, os valores apos 72 horas, 8 dias e 14 dias
foramde 1,17 + 1,16, 3,33 + 1,97, 4,17 = 1,17 respectivamente, no grupo
VP, a média de UFCs foi 0,83 + 0,75, 4,00 + 1,67 e 4,83 + 1,72. No
grupo LZ, as UFCs ap6s 72 horas e oito dias foram de 0,17 + 0,41, ndo
sendo encontradas UFCs ao 14° dia. Ja no grupo LC, as UFCs apds 72
horas e oito dias apos foram de 0,50 + 0,84, ocorrendo um aumento para
1,33 £ 1,51 no 14° dia. O grupo LZ se mostrou mais eficaz contra E.
faecalis seguido por LC, Ca(OH), e VP.

Beus et al.., em 2012, compararam os resultados de um protocolo
de irrigacdo tnico ndo ativado (NAI) com NaOCI 1%, com outro de
irrigacdo passiva ultrassonica (PUI) que utilizou NaOCl 1%, EDTA
17%, e clorexidina 2% em canais livre de bactérias. Além disso, o efeito

da eliminagdo bacteriana de uma segunda instrumentacdo apds a
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utilizagdo de medicag@o intracanal com Ca(OH),. Foram selecionados 50
pacientes com necessidade de tratamento endodontico em dentes
posteriores. Os elementos foram aleatoriamente tratados de acordo com
os protocolos NAI ou PUI, sendo realizado em ambos os grupos a
utilizacdo de medicacdo intracanal. As amostras para cultura bacteriana
foram obtidos em quatro periodos: (1) antes de instrumentacao, (2) ap6s
o protocolo de irrigacao, (3) apds a medicagdo com Ca(OH),, e (4) antes
da obturagdo. A analise estatistica foi realizada em dados usando o teste
exato de Fisher e analise multivariada. Os protocolos NAI e PUI
mostraram 80% e 84% dos canais livre de bactérias, respectivamente, no
final da primeira visita. Depois da medicagdo Ca(OH), o total das
amostras (NAI + PUI) aumentaram para 87% livre de bactérias, e apds a
segunda instrumentagdo obteve-se um total de 91% bactérias livres. Nao
houve diferenca estatistica entre os métodos de irrigagdo. Cada protocolo
resultou em uma alta frequéncia de culturas negativas, que estdo
provavelmente relacionadas a um aumento do volume e profundidade de
irrigagdo em comparacao aos protocolos previamente reportados.

Pan et al.., em 2013, analisaram a viabilidade da utilizag¢do de
tratamento de plasma frio de canais radiculares infectados com E.
faecalis. Setenta dentes unirradiculares foram selecionados, divididos em
sete grupos e infectados com E. faecalis. Grupo 1: controle negativo
(sem tratamento) e Grupo 7: controle positivo, dentes medicados com
Ca(OH), durante 7 dias. Grupos de 2 a 6 dentes tratados por plasma frio
por 2, 4, 6, 8, e 10 minutos, respectivamente. A desinfeccio foi avaliada
por UFCs, microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliar
as mudancas estruturais do biofilme e microscopia confocal foi utilizada

para investigar a vitalidade dos microrganismos no biofilme antes e
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depois do tratamento de plasma. Uma diminuig¢do significativa no
nimero de UFCs foi observada apds tratamento com plasma frio.
Quando comparado com o grupo controle positivo, os tratamentos de 8
ou 10 minutos (grupos 5 e 6) tiveram uma eficadcia antimicrobiana
significativamente maior (P <0,05). A analise microscopica eletronica de
varredura mostrou que a membrana das bactérias foi rompida e a
estrutura do biofilme foi completamente destruida pelo plasma. Ja a
microscopia confocal indicou que o tratamento com plasma induziu o E.
faecalis a morte e a destrui¢do do biofilme.

Soares et al.., em 2013, relataram o uso da pasta de Ca(OH),
associada a CHX gel 2% no processo de descontaminagdo, medicagdo
intracanal e revascularizagdo de um incisivo superior esquerdo que
sofreu um intrusdo dental e exposi¢do pulpar causada por fratura de
esmalte e dentina. Sendo o tratamento realizado com intrumentagdo
manual dos tergos cervical ¢ médio e utilizacdo da pasta de pasta de
hidroxido de célcio e clorexidina gel 2% durante 21 dias, apés esse
periodo o codgulo sanguineo foi estimulado até o terco cervical e
realizado selamento com agregado trioxido mineral (MTA) mais
restauracdo. Observou-se durante os dois anos de acompanhamento uma
diminuicdo progressiva na largura do canal radicular e fechamento
apical, uma tomografia computadorizado cone-bean confirmou esses
achados. Assim, a associagdo do Ca(OH), e CHX gel 2% se mostrou
eficaz em casos de tratamento com revascularizagao.

Agrafioti et al.., em 2013, avaliaram as alteragdes de pH do
Ca(OH),, da CHX gel 2% e da combina¢do das duas substancias, apos a
adicao de dentina p6 obtida das paredes dos canais radiculares e do

assoalho da camara pulpar de dentes bovinos. Os valores de pH das
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misturas foram avaliados imediatamente ap6s a preparagdo, 24 horas
depois, 7 ¢ 14 dias posteriormente. Os dados foram analisados
estatisticamente por analise de varidncia e teste t de Student (P = 0,05).
Os valores do pH do Ca(OH), foram sempre superiores a 12 durante os
14 dias de testes, observou-se uma diminuicao significativa do pH no 14°
dia quando adicionado dentina das paredes do canal radicular. A CHX
gel 2% teve seu pH aumentado significativamente na presenca de
dentina. Ja na associacdo das substincias ndo ocorreu alteracdo do pH
quando adicionado dentina das paredes do canal, apenas uma redugéo no
14° dia, quando adicionado dentina do assoalho da camara pulpar ndo
sofreu nenhuma alteragdo. Dessa forma, o pH das medicagdes intracanal
podem sofrer alteragdes de acordo com o tipo de dentina ao qual fica
exposto.

Atila-Pektas et al., em 2013, compararam a atividade
antimicrobiana Activ Point, Ca(OH), Plus Point, Ca(OH),, CHX gel 1%
e bioactive glass (S53P4) contra E. faecalis e S. mutans. Foram
selecionados 120 dentes humanos unirradiculares extraidos, que tiveram
suas coroas seccionas e preparados com sistema ProTaper. Apos
autoclavagem os elementos foram incubados a 37°C com E. faecalis e S.
mutans durante 1 semana. As amostras foram divididas em cinco grupos
de tratamento para cada microrganismo de acordo com a medicagdo
intracanal utilizada. Em cada grupo experimental, 10 raizes foram
incluidas como tratamento, uma raiz como controle positivo e uma raiz
como o controle de esterilidade. Cones de papel estéreis foram utilizados
para obter as amostras dos canais radiculares, posteriormente foram
inoculadas em agar sangue e incubados durante a noite. Foi realizada a

contagem das unidades formadoras de colonias e os resultados foram
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testados estatisticamente usando testes de comparagdes multiplas ndo
paramétricas de Conover Kruskal-Wallis. CHX gel, Activ Point e
Ca(OH), foram significativamente mais eficazes contra E. faecalis que
Ca(OH), Plus Point e bioactive glass, respectivamente. Por outro lado,
quando comparado o Ca(OH),, CHX Gel, Activ Point e bioactive glass
produziu contagens de coldnias significativamente mais baixos de S.
mutans. Quando comparado com ao grupo controle positivo, o
tratamento com Ca(OH), Plus Point ndo produziu contagens de colonias
significativamente mais baixas de E. faecalis e S. mutans. Na
comparagdo das medicagdes que possuem pH alcalino com as que
possuem CHX na sua composi¢do esses também se mostraram eficazes
contra E. faecalis e S. mutans.

Ferreira et al.., em 2015, em seu estudo clinico determinaram o
perfil microbioldgico resistentes a diferentes medicagdes intracanais em
infec¢des endodonticas primarias usando a cultura microbiologica e a
técnica checkerboard de hibridizaggo DNA-DNA. Vinte canais
radiculares com infec¢do primaria foram selecionados e instrumentados.
Apos foram separados aleatoriamente em dois grupos de acordo com a
medica¢do intracanal utilizada: Ca(OH), ou Ca(OH), + CHX. As
amostras foram coletadas antes e depois dos procedimentos
endoddnticos e submetidas a cultura microbioldgica e processamento
para a hibridizagdo. Nao foram encontradas diferencas entre os grupos
Ca(OH), (99,98%) e Ca(OH), + CHX (99,76%) em relagdo aos valores
médios das bactérias cultivaveis. Nas amostras iniciais as espécies mais
frequentemente detectadas foram Capnocytophaga ochracea (70%) e
Fusobacterium nucleatum ssp. Vincentii (70%). Ap6s a instrumentagao,

a espécie mais frequentemente detectada foi E. faecium (60%). Apds os
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tratamentos endodonticos e uso das medicagdes intracanais, as espécies
mais frequentemente detectadas foram F. nucleatum ssp. Vincentii (90%)
e E. faecium (40%), respectivamente. Ambos os tratamentos diminuiram
significativamente o nimero de espécies de bactérias em comparagdo
com a amostra inicial, porém o uso do Ca(OH), associada a CHX como
medicagdo intracanal apresentou melhores resultados, agindo sobre os
microorganismos gram-positivas e gram-negativas.

Van der Waal et al.., em 2015, avaliaram o tratamento realizado
com hidroxido de calcio Ca(OH), em biofilmes mistos contendo
Enterococcus faecalis. Os biofilmes foram cultivas a partir de estirpes
laboratoriais de E. faecalis e Pseudomonas aeruginosa, ou de material
coletado de infecgdes endodonticas primarias. A propor¢do de E.
faecalis e P. aeruginosa e a sua susceptibilidade ha desinfeccdo foram
avaliados em um ensaio de viabilidade. No ensaio de espécies mistas, a
presenga e as propor¢des de E. faecalis, antes e depois de Ca(OH),
foram avaliadas por PCR - quantitativa. Apos o tratamento com Ca(OH),
em biofilmes, contendo apenas as duas estirpes citadas, a propor¢do de
E. faecalis tinham aumentado, ao passo que o nimero total de UFCs por
biofilme era igual. Observou-se que o Ca(OH), favorece o E. faecalis em
biofilmes de duas espécies. Também pode-se observar a presenca do E.
faecalis em biofilmes multiespécies e em infecgdes endodonticas

primarias.

2.4 Extrato de semente de uva (GSE)

Houde et al., em 2006, investigaram os efeitos da

prontocianidina presente no extrato de sementes de uva (GSE) e de
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polifenoéis comerciais na producdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) e reativas ao nitrogénio (RNS) na expressio da proteina
sintetizadora de oxido nitrico induzivel (NOSi) por macréfagos
estimulados por lipopolissacaridos (LPS) de periodontopatogenos. Os
macrofagos (RAW 264.7) foram tratados com concentragdes nao toxicas
de polifendis comerciais ou GSE e estimulados com LPS de
Actinobacillus actinomycetemcomitans ou Fusobacterium nucleatum, a
expressdo de NOSi foi avaliada por imunofluorecéncia. A produgdo de
oxido nitrico (NO) foi quantificada utilizando o ensaio colorimétrico de
Griess, ao passo que a produgdo de ROS foi medida com o corante
fluorescente dihydrorhodamine-123. O GSE diminuiu significativamente
a produ¢do de NO e ROS e a expressio NOSi por macrofagos
estimulados com LPS. O polifenol comercial, acido galico, também
revelou um forte efeito inibidor sobre a produgdo de NO, sem afetar a
expressao NOSi aumentando ligeiramente a producdo de ROS. Ja o
polifenol EGCG mostraram um efeito inibitério sobre a producido de NO
e de ROS e na expressao de NOSi por macréfagos. Os resultados
mostraram que as proantocianidinas tém potentes propriedades
antioxidantes devendo ser consideradas como um agente na prevengao
de doencas periodontais.

Xie et al.., em 2008, avaliaram o fortalecimento dos tecidos a
base de colageno, aumentando as ligagdes cruzadas. Utilizou-se um
modelo in vitro de ciclagem de pH para avaliar o efeito da GSE na
remineraliza¢do de raizes com lesdes de caries provocadas. Fragmentos
de dentes humanos obtidos da porcdo cervical de raizes foram
armazenados em uma solucdo para desmineraliza¢do durante 96 horas a

37C° para induzir lesdes artificiais caries de raiz. Os fragmentos foram
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entdo divididos em trés grupos de tratamento: 6,5% GSE; fluoreto de
sodio (NaF) 1.000ppm e um controlo (sem tratamento). As amostras
foram desmineralizada, por ciclagem do pH, através de solugdes de
tratamento, tampao acido e tampao neutro durante oito dias a seis ciclos
por dia. Posteriormente foram avaliados usando teste de microdureza,
microscopia de luz polarizada (PLM) e microscopia confocal de
varredura a laser (CLSM). Os dados foram analisados por meio de testes
de ANOVA e Fisher (p <0,05). GSE e fluoreto aumentaram a dureza das
lesdes (p <0,05) quando comparado ao grupo controle. A analise de
PLM revelou uma banda precipitagdo mineral na camada superficial
significativamente mais espessa que nas lesdes tratadas com GSE
quando comparado aos outros grupos (p> 0,05), o que foi confirmado
pelo CLSM. O extrato de semente de uva afetou positivamente os
processos de desmineralizagdo e/ou remineralizagdo de lesdes de carie
provocadas, desse modo, o GSE pode ser um agente natural para a
terapia ndo invasiva de carie radicular.

Bronw et al.., em 2009, investigaram os efeitos de diversas
variedades de extratos de uva contra o Helicobacter pylori na tentativa
de determinar uma correlagdo entre anti - H. pylori e a atividade dos
extratos fendlicos. A atividade anti - H. pylori foi determinada através
de diluigdo de agar, microscopia confocal, e ensaios de proliferagdo de
células apds tratamento com varios extratos de uva. Os compostos
extraidos da casca da variedade Muscadine possuiam uma atividade mais
forte, porém ndo demonstraram ser mais eficaz. A microscopia confocal
revelou menos células bacterianas presentes na superficie das células
hospedeiras logo apds o tratamento com os GSEs. Os compostos foram

eficazes na inibigdo de H. pylori in vitro, com melhores resultados para o
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extrato da casca de Muscadine, sendo que, os resultados sugerem que os
anticorpos para H. pylori ndo necessariamente se relacionam com maior
teor de compostos fendlicos.

Mageshwaran et al.., em 2012, determinaram o efeito das
prontocianidinas presentes no GSE e do licopeno presente no extrato de
tomate em espécies reativas de oxigénio (ROS), quando utilizados como
medicagdo intracanal. E a eficicia antibacteriana dessas substancias
associadas a CHX e ao Ca(OH), contra E. feacalis. Quatro grupos foram
preparados, grupo I: CHX 2% (grupo de controle); grupo II: 125mg de
Ca(OH), misturado a CHX 2%; grupo III 125mg de Ca(OH), misturado
a Iml de CHX 2% mais 1ml de solug@o de proantocianidinas 5% e grupo
IV, 125mg de CaOH2 misturado a 1ml de CHX 2% mais 1ml de solugdo
de licopeno 5%. Os grupos foram analisados para a formagdo de ROS
usando o espectrometro de massa imediatamente apos a preparagdo. A
propriedade antibacteriana foi avaliada usando o método de difusdo em
agar e os resultados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e
Tukey-Kramer testes de comparagao multipla. O valor de pico de 196,96
indica a formagdo de ROS, o grupo II apresenta um valor de pico mais
elevado do que outros grupos, ja o grupo IV mostra uma redugdo
drastica nesse valor quando comparado aos outros trés grupos. A eficacia
antibacteriana foi maior no grupo IV, seguido de grupo III, grupo II e
grupo I. O licopeno e as proantocianidinas reduziram o ROS
significativamente em virtude de sua propriedade antioxidante.

Ghonmode et al., em 2013, investigaram a eficacia
antimicrobiana de plantas medicinas na desinfeccdo do sistema de canais
radiculares comparadas ao NaOCI. Foi preparada uma infusdo em BHI

com E. faecalis (ATCC 29212) ¢ o teste de difusdo em agar foi realizada
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para medir a zona de inibigdo das seguintes solugdes: extratos de folhas
de neem, GSE, NaOCl 3% e etanol absoluto. Extrato de folhas ¢ GSE
mostraram zonas de inibi¢do sugerindo que eles tinham propriedades
antimicrobianas. O extrato de folhas de neem mostrou zonas
significativamente maiores de inibi¢do quando comparadas ao NaOCl
3%. Ja o GSE apresentou resultados interessantes para zonas de inibigao,
mas nao foram tdo significativos como o extrato folhas de neem. Este
estudo demonstra a possibilidade de uso do extrato de folhas de neem
como medicag¢do intracanal.

Zhao et al.., em 2014, pesquisaram, in vitro, a influéncia do GSE
em um modelo de biofilme formado por S. mutans na formagdo no
processo de lesdes cariosas em esmalte dentario. Foram preparados
fragmentos de esmalte bovino e divididos em seis grupos (n=12) de
acordo com o tratamento recebido: inoculados com caldo
cérebro/coragdo mais 1% de sacarose (BHIS), 1 mg/ml de GSE, 2mg/ml
GSE, 3mg/ml de GSE, 10ppm fluoreto como NaF e nao inoculadas
BHIS. Para a formagdo de biofilme, os fragmentos dos dentes foram
incubadas anaerobicamente em placas de poliestireno com seis pogos de
cultura de tecidos contendo BHIS, os respectivos agentes, ¢ S. mutans (1
x 10 (5) CFU/ml) durante 24 h a 37 ° C. O meio de cultura foi
substituido por BHIS fresco e os respectivos agentes diariamente ao
longo de sete dias. Apos a formagao da lesdo de carie, a profundidade da
lesdo (LD) e a densidade optica relativa (ROD) foram determinadas por
microscopia de luz polarizada (PLM) e microscopia confocal (CLSM),
respectivamente, para avaliar a progressao da lesdo. A LD do grupo
2mg/ml GSE (122,86 = 13.41um) e do grupo 3mg/ml GSE (111,92 +

11.39um) foram significativamente menores do que os do grupo 1mg/ml
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GSE (198,33 £ 17.70um) e do grupo de controle (210,86 £ 15.50um) (p
<0,05). Quando comparado a ROD os grupos 2mg/ml e 3mg/ml,
controle ¢ Img/ml de GSE mostraram valores significativamente mais
baixos que 200pm, indicando maior perda mineral. O estudo mostrou
que o GSE, dependendo da dose, suprime o crescimento do S.
mutans,formacdo de biofilme e consequentemente a formagao de lesdes
cariosas, sendo um agente antimicrobiano natural na prevencdo de
caries.

Silva et al.., em 2015, avaliaram no seu estudo in vitro a eficacia
de um tratamento com o GSE, para minimizar ou mesmo prevenir o
aparecimento da carie em esmalte e dentina. Blocos de esmalte e dentina
foram obtidos de incisivos bovinos e selecionados através de teste de
microdureza de superficie. Os blocos foram divididos aleatoriamente em
trés grupos (n = 15): GC (grupo controle), GSE, GF (fluoreto - 1000
ppm). E submetidos a seis ciclos de pH didrio durante 8 dias, sendo
armazenadas em solugdo tamponada. Os blocos foram entdo analisados
por dureza da superficie perpendicular e microscopia de luz polarizada,
utilizando como testes estatisticos ANOVA e testes PLSD de Fisher (p
<0,05). No teste de SH em esmalte os maiores valores apresentados
foram do grupo GF, assim como na dentina, seguido do grupo GSE. Em
relagdo aos valores de dureza transversal, todos os grupos apresentaram
comportamento semelhante, tanto em esmalte quanto dentina, sendo
GSE e GF estatisticamente maiores que o GC. Sugere-se que o GSE atua
como inibidor da desmineralizagdo de lesdes de carie em esmalte e
dentina, porém em menor quantidade que o fluoreto.

Cecchin et al.., em 2015, investigaram o efeito como agente

antimicrobiano do GSE, NaOCl, CHX ¢ do QMix contra um biofilme de
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E. faecalis e a influéncia dessas substincias na resisténcia coesiva ¢ a
flexural da dentina radicular. As amostras foram divididas em cinco
grupos n = 10 de acordo com o material utilizado: NaOCI 2,5%, CHX
2%, GSE 6,5%, Qmix e grupo controle (agua destilada) (DW), sendo
realizada uma irriga¢do final com EDTA 17%, exceto no grupo DW. A
acdo antimicrobiana foi avaliada através da contagem de UFC e palitos
de dentina foram utilizados para avaliar a resisténcia a flexdo e
ampulhetas para avaliar a resisténcia coesiva dos diferentes tratamentos.
Foi observado uma menor contamina¢do bacteriana nos grupos que
utilizaram CHX e GSE, NaOCl e QMix mostraram atividade
antimicrobiana reduzida (p> 0,05). NaOCIl e QMix também reduziram
significativamente as propriedades mecanicas da dentina (resisténcia a
flexdo e coesiva) (p <0,05) e ndo foi encontrada diferenca estatistica
entre CHX, GSE ¢ DW (p> 0,05). A CHX ¢ o GSE foram mais eficazes
que o NaOCl e QMix contra E. faecalis. E se mostraram ndo prejudiciais
as propriedades mecanicas de dentina como observado para NaOCI e

QMix.

2.5 Extrato de gengibre (GE)

Valera et al.., em 2013, pesquisaram a atividade antimicrobiana
de substancias quimicas auxiliares e extratos naturais sobre C. albicans e
E. faecalis inoculados por 21 dias em 72 canais radiculares de dentes
humanos extraidos. Os grupos foram divididos de acordo com a
substancia quimica auxiliar: G1, NaOCl 2,5%; G2, CHX gel 2%; G3,
6leo de ricino; G4, extrato glicolico de Aloe vera; G5, extrato de

gengibre (GE) glicdlico; e G6, solucdo salina estéril como controle. As
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amostras foram coletadas ap6s a primeira instrumenta¢do ¢ sete dias
depois, ambas foram incubadas por 48 horas a 37°C. O NaOCl ¢ CHX
eliminaram completamente os microrganismos dos canais radiculares, o
oleo de ricino e o GE reduziu significativamente o nimero de UFC de
todas as bactérias testadas. Sendo que, a redugdo das UFC/ml na
primeira e na segunda coleta nos grupos G1, G2, G3 e G4 foram maiores
quando comparadas com os grupos G5 e G6. O NaOCl 2,5% e CHX gel
2% se mostraram mais eficientes na eliminagdo dos microrganismos
testados, seguido de 6leo de ricino e o GE glicolico. O extrato de aloe
vera ndo mostrou atividade antimicrobiana.

Maekawa et al.., em 2013, investigaram eficacia do extrato
propolis glicolico (PRO) e GE, Ca(OH),, a CHX gel e suas combinagdes
como medicagdo intracanal (MIC) contra C. albicans, E. faecalis,
Escherichia coli e endotoxinas em canais radiculares. Apos 28 dias de
contaminagdo, os canais foram instrumentados e, em seguida, divididos
de acordo com a MIC: Ca(OH), + solugdo salina; CLX + Ca(OH),;
PRO + Ca(OH),; GIN + Ca(OH),; e apenas solugdo salina. A atividade
antimicrobiana e quantificagdo de endotoxinas foram avaliadas apds a
instrumentacdo e aplicagdo por 14 dias de MIC e 7 dias ap6s a remogao
da MIC pelo teste cromogénico de amebdcitos lisados de Limulus.
Observou-se que todas as MICs foram capazes de eliminar os
microrganismos nos canais radiculares e reduzir a quantidade de
endotoxinas. No entanto, Ca(OH), foi mais eficaz na neutralizagdo de
endotoxinas e menos eficaz contra a C. albicans ¢ E. faecalis, exigindo a
utilizagdo de combinacdes de medicamentos para se obter maior sucesso.

Valera et al.., em 2014, no seu estudo in vitro, pesquisaram a

acdo do preparo quimico-mecdnico contra microrganismos € suas
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endotoxinas utilizando o NaOCI e uma MIC contendo GE com ou sem
Ca(OH),. Dentes unirradiculares foram contaminados, ¢ instrumentados
com NaOCl 2,5%. As amostras foram divididas em 4 grupos:
imediatamente ap6s o preparo quimico-mecanico, sete dias apos o
preparo quimico-mecanico, 14 dias apds a MIC e sete dias apos a
remocao da MIC. De acordo com os testes estatisticos Kruskal-Wallis e
Dunn mostrou que o NaOCl eliminou 100% dos microrganismos dos
canais radiculares e reduziu 88,8% de endotoxinas imediatamente apos o
preparo biomecanico, e 83,2% em 7 dias apos o preparo biomecanico.
Nassan & Mohamed, em 2014, avaliaram a atividade
antimicrobiana, in vitro, por meio do método de difusdo em agar de
diferentes extratos naturais: extrato aquoso bruto de pimenta preta,
gengibre e tomilho. Foram utilizados 50 ratos adultos, machos e albinos,
dividos em cinco grupos cada um contendo 10 animais. Grupo 1: grupo
controle negativo, receberam solucdo salina via intragastrica
diariamente; Grupo 2: grupo controle positivo, injetados suspensdo
bacteriana mista de S. aureus e E. coli como um modelo de pielonefrite,
em seguida, receberam solu¢do salina via intragastrica diariamente;
Grupo 3: injetado a mesma dose de suspensdo bacteriana, em seguida,
receberam 100mg de extrato / kg / dia de pimenta preta via intragastrica;
Grupo 4: injetado suspensdo bacteriana, em seguida, receberam 500mg /
kg / dia de extrato de gengibre intragastricamente. Grupo 5: injetado
suspensdo bacteriana, em seguida, receberam 500 mg / kg / dia de
extrato de tomilho intragastricamente. Todos os grupos foram
sacrificados depois de uma ou quatro semanas. As amostras de soro e de
sangue foram recolhidas para estimar a atividade de lisozima usando

lysoplate de agarose, a medicdo da produgdo de 6xido nitrico, e teste de
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transformagdo dos linfocitos, assim como para a contagem de ambos o0s
leucdcitos e eritrocitos totais e diferenciais. Amostras de rim foram
testadas histopatologicamente. Tanto in vivo quanto in vitro confirmaram
a eficiéncia dos extratos naturais como antimicrobianos e¢ sugerem a
possibilidade da sua utilizagdo em diversos tratamentos.

Jain et al., em 2015, compararam a atividade antibacteriana de
seis extratos de plantas indianas e CHX 0,2% contra estirpes clinicas de
S. mutans, isoladas das amostras de placa de 45 pacientes pediatricos.
Seis extratos vegetais foram preparados em trés formas diferentes,
extratos aquosos, extratos a base de solventes orgdnicos e extratos crus.
Os testes de sensibilidade antimicrobiana foram realizados através do
método de difusdo em agar e a atividade antimicrobiana dos extratos foi
determinada medindo a zona de inibicdo (mm) produzida contra os
isolados bacterianos. Os resultados mostraram que o extrato de alho cru
apresentou maior atividade antibacteriana que a CHX. O extrato aquoso
de amla e o extrato a base de solvente organico de gengibre mostraram a
maxima atividade antibacteriana contra S. mutans, enquanto o extrato
aquoso de tulsi (manjericdo) e extrato de base solvente organico de amla
mostrou atividade antibacteriana minima. Os extratos mostraram ter
potencial para o controle de S. mutans, podendo ser utilizados como uma
solugdo alternativa para a prevengdo de caries dentarias ou sob a forma
de bochechos de forma segura e econdmica.

Revati et al., em 2015, tiveram como objetivo principal da sua
pesquisa explorar a agdo antibacteriana in vitro de sete extratos
etanolicos de especiarias contra Enterococos resistentes a gentamicina
isolado a partir de amostras clinicas humanas. Duzentos e quinze estirpes

de Enterococos foram isoladas a partir de amostras clinicas e os extratos
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foram preparados a partir de: extrato etandlico de cominho (Cuminum
cyminum), canela (Cinnamomum zeylanicum), gengibre (Zingiber
officinale), feno - grego ou alforva (Trigonella foenum-graecum), cravo
(Syzygium aromaticum), cardamomo (Elettaria cardamomum Maton) e
pimenta preta (Piper nigrum) foram preparados utilizando um aparelho
de Soxhlet. O efeito antibacteriano dos etratos foram medidos utilizando
o método de difusdo em pogos. Apenas a canela e o gengibre
demostraram atividade contra todos os isolados bacterianos, enquanto
cominho ¢ cravo tiveram um efeito variavel sobre as cepas. O feno-
grego, pimenta preta e cardamomo ndo mostraram efeito sobre o
microrganismo. O didmetro de zona de inibi¢do obtidos para canela,
gengibre, cravo ¢ cominho ficaram em torno de 31-34 mm, 27-30 mm,
25-26 mm e 19-20 mm, respectivamente. As espécies utilizadas no
estudo mostram um potencial para agente antimicrobiano podendo ser
utilizadas em tratamentos anti-enterococal.

Jain et al.., em 2015, pesquisaram a atividade antimicrobiana de
seis plantas de origem indiana, usadas na medicina tradicional, contra
cepas padrdo de S. mutans, através do método de difusdo em agar. Dessa
forma foi analisada a concentracdo inibitéria minima para o produto
bruto, com base em solvente organico e extratos aquosos. Em todos os
extratos aquosos e com base em solvente organico avaliados foram
encontradas atividades antimicrobianas variaveis contra o patégeno oral.
O extrato bruto de alho foi o mais eficaz contra S. mutans com a maior
zona de inibicdo (24,62 milimetros), seguido do extrato aquoso de amla
(19,47 milimetros) e extrato de gengibre em base de solvente organico
(18,76 milimetros). O estudo demonstra o potencial das substancias

fitoterapicas na atividade antimicrobiana.
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2.6 Alteracéo de cor das estruturas dentérias

Lenherr et al.., em 2012 utilizaram dentes bovinos para avaliar a
alteracdo de cor de diferentes medicac¢des intracanais. Para isso foram
preparados 210 blocos de dentina/esmalte do terco médio de coroas
bovinas, onde cavidades padronizadas foram preparadas nas paredes da
camara pulpar deixando 2mm de esmalte e dentina na parede vestibular
da coroa e separados em 14 grupos. As medicagdes endodonticas foram
distribuidas da seguinte forma: Grupo A: controle, grupo B: sangue,
grupo C: hidroxido de calcio, grupo D: ApexCal, grupo E: Ultracal XS,
grupo F: Ledermix, grupo G: pasta triplo antibiotico (3Mix), grupo H:
MTA cinza (GMTA), o grupo I: GMTA + sangue, grupo J: MTA branco
(WMTA), o grupo K: WMTA + sangue, grupo L: cimento Portland
(PC), o grupo M: PC + sangue e grupo N: AH Plus. As cavidades foram
seladas com composito e armazenadas em agua destilada. A mensuragao
da cor foi realizada com VITA EasyShade compacto nos seguintes
intervalos: antes (T0) e ap6s a colocagdo da medicagdo (T1), uma
semana (T2), um més (T3), 3 meses (T4), 6 meses (T5) e apds 1 ano
(T6). A mudanca dos valores de cor (AE) foram calculados através de
uma analise de duas vias de variancia e os valores médios calculados
através do teste Tukey (a = 0,05). Apds 12 meses foram encontradas
diferengas significativas entre os materiais. Os valores mais baixos de
mudanca de cor foram observados nos grupos N (AH Plus, a 3,2 + 1,5),
A (controle, 3,8 + 1,4), L (PC, 4,1 + 1,7), C (hidroxido de calcio, 4,7 +
1,5), E (Ultracal XS, 5,1 £ 1,9) e J (WMTA, 7,9 + 6,7). A maior
alteracdo foi medida nos grupos grupos G (3Mix, 66,2 = 9,9) ¢ F

(Ledermix, 46,2 + 11,6). PC sozinho mostrou a melhor estabilidade de
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cor entre os materiais a base deste cimento, no entanto, quando
contaminados com sangue (grupo M), um valor AE significativamente
maior (13,6 £ 4,2) foi detectado (P = 0,032). Este estudo demostrou que
materiais endodonticos podem alterar a coloragdo dos dentes, portanto a
escolha material ndo deve basear-se unicamente em critérios bioldgicos e
funcionais, mas também levar em consideracdo questdes estéticas do
elemento tratado.

Souza et al.., em 2013 analisaram as alteragdes de cor em esmalte
¢ dentina promovida pelo uso isolado ou pela interagdo de CHX 2% com
substancias quimicas auxiliares (NaClO ¢ EDTA) comumente utilizadas
na terapia endodontica. Foram selecionados 75 incisivos bovinos que
tiveram as coroas seccionas sendo preparados 150 blocos de
dentina/esmalte divididos em 10 grupos de acordo com o tipo de
tratamento recebido. GI1, solucdo de soro fisiologico a 0,9% (NaCl,
grupo controle); G2, NaOCl 5,25%; G3, CHX gel 2%; G4, NaOCl
5,25% + EDTA 17%; G5, CHX gel 2% + EDTA 17%; G6, CHX gel 2%
+ NaOCl 5,25%; G7, CHX gel 2% + NaOCl 5,25% + EDTA17%; G8,
NaOCl 5,25% + CHX gel 2% + EDTA 17%; G9, CHX 2% em solucao
aquosa (solucdo CHX) + NaOCI 5,25%; G10, solucdo CHX 2% +
NaOCl 5,25% + EDTA 17%. Os blocos foram avaliados quanto a cor
antes e depois da imersdo nas solugdes através da escala de cores 3M (St.
Paul, Minnesota, EUA) afim de estabelecer uma comparagdo para a
alteracdo da coloragdo das amostras. O avalidor foi cegado e diferentes
pontuagdes numéricas foram estabelecidas da seguinte forma: Al, 1; A2,
2; A3, 3; A3.5,4; A4, 5; CY, 6, C4, 7, > C4, 8. O tratamento com CHX
gel + NaOCl e CHX gel + NaOCl + EDTA promoveu uma mudanga de

cor significativa no esmalte e dentina (P <0,05). Os grupos tratados com
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CHX solugdo + NaOCl e CHX solugao + NaOCl + EDTA mostraram
uma mudanga significativa na cor da dentina (P <0,05), mas ndo em
esmalte (P> 0,05). O tratamento com NaCl (controle), NaOCl, CHX gel,
NaOCl + EDTA, CHX gel + EDTA e de NaOCl + CHX gel + EDTA
ndo mostraram qualquer efeito sobre a cor do esmalte ou dentina (P>
0,05). Observou-se nesse estudo que a combinacdo de CHX e NaOCl
devem ser evitados devido a possibilidade de alteragdo de cor e
formacdo de precipitado nas estruturas dentais. No entanto, se a
utilizagdo combinada de CHX 2% com 5,25% de NaOCIl ¢é escolhida,
este ultimo deve ser introduzido primeiro no canal radicular e ser
completamente removido por uma solugdo intermedidria de irrigacao,
como uma solugdo salina fisiologica, antes da colocagdo de qualquer
formulagao de clorohexidina.

Koursoumis, Kerezoudis & Kakaboura, em 2014, avaliaram in
vitro as alteracdes de cor nos dentes associados a dois irrigantes
comumente utilizados no tratamento endoddntico, CHX e o NaOCl até
15 dias apds o tratamento, também foi avaliada a possivel influéncia do
acesso endodontico na manuten¢do da coloracdo do elemento dentario.
Foram selecionados trinta dentes anteriores humanos intactos, uma fita
adesiva preta com uma janela de 4mm foi confeccionada para padronizar
a superficie de esmalte/dentina e possibilitar a realizagdo da andlise da
cor. Os elementos foram divididos em trés grupos, acessados e
preparados com instrumentagdo rotatdria e irrigagdo convencional com
solugdo salina, CHX ou NaOCI. As superficies de esmalte foram
colorimetricamente avaliados antes do acesso, apds a preparagdo da
cavidade e 1, 3, 7 e 15 dias pos-tratamento. Os pardmetros de cor CIE

L*a*b* foram registados com uma média para cada material e as
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diferencas de cor (AE) correspondentes foram calculadas e analisadas
estatisticamente. O fator mais importante na alteragdo de cor do dente,
durante o tratamento endodontico, foi a elaboragdo de acesso. CHX e
NaOCl causaram alteragdes de cor no elemento dentario quando
comparadas a solucdo salina. CHX e NaOCl n3o aumentaram as
mudancgas de cor em relagdo aos valores induzidos pela preparagdo de
acesso. As duas solugdes irrigantes nao foram capazes de induzir a
alteracdo de cor do dente para uma extensdo maior do que a preparagdo
de acesso.

Beatty & Svec, em 2015 compararam a descoloracdo de
elementos dentais ap6s a utilizagdo de trés diferentes materiais utilizados
em tratamentos endodonticos (MTA ProRoot = PR, Biodentine = BD ¢
Endosequence = ES). Foram selecionados 48 incisivos bovinos, sendo os
canais preparados, os materiais condensados e os acessos selados. A cor
foi avaliada em diferentes tampos até dois meses de acordo com o
sistema CIE L*a*b* ¢ a mudanca de cor, AE, foi comparado entre os
grupos e ao longo do tempo por meio de analise de variancia. Houve um
aumento acentuado na AE apoés a insercdo de todos os materiais, depois
de uma recuperacdo para a cor inicial, todos os materiais apresentaram
uma tendéncia para a descoloragdo durante o periodo experimental. Ao
final das oito semanas BD e ES alteraram siginificativamente a cor dos
corpos de prova quando comparados ao PR.

Marconyk et al.., em 2016 estudaram a pigmentagdo em um
modelo in vitro apds a utilizagdo dos seguintes materiais endoddnticos
ProRoot MTA, ProRoot MTA branco, Endosequence, MTA Angelus, e
Biodentine. Terceiros molares recém extraidos foram coletados e

armazenados em cloramina T 1%. Os dentes foram divididos
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aleatoriamente em 6 grupos (n = 15) ¢ armazenados individualmente em
solugdo salina tamponada com fosfato a 37 © C em 100% de humidade.
Um acesso endodontico padronizado foi realizado em 5 grupos. Um
incremento de 3 mm de espessura de material de reparagdo era colocado
no assoalho da camara pulpar, coberto por ionémero de vidro, e o acesso
restaurado com composito. A cor foi avaliada com espectrofotometro
Vita Easy Shade (sistema CIE L*a*b*) na superficie vestibular apds a
preparacao de acesso; apos a colocagdo do material; depois de 1, 7, 30 e
60 dias. Nao foi utlizado controle negativo ¢ possitivo foi utilizado o
ProRoot MTA. Os resultados médios foram analisados dentro de cada
grupo ¢ entre os grupos utilizando o teste Friedman 2-way analysis post
hoc test (P < .05). Nao houve diferencas significativas entre ProRoot
MTA branco, MTA Angelus, ¢ o grupo controle positivo. Endosequence
e Biodentine produziu significativamente menos descoloragdo do

ProRoot MTA branco, MTA Angelus e ProRoot MTA.
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3. PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivos gerais:

Avaliar, in vitro, a agdo antimicrobiana de medicagdes intracanais a
base de produtos fitoterapicos associadas a um veiculo biologicamente
ativo.

Avaliar, in vitro, a influéncia do uso de medicagdes intracanais a
base de produtos fitoterapicos associadas a um veiculo biologicamente

ativo na alteracdo de cor na estrutura dentinaria.

Este estudo teve como objetivos especificos:

Avaliar, in vitro, a a¢do antimicrobiana de medicagdes intracanais
a base de extrato de semente de uva e extrato de gengibre, associadas ou
ndo a clorexidina gel 2%, em um modelo de canais radiculares
infectados com Enterococcus faecalis, por meio da contagem de
unidades formadoras de colonias.

Comparar, in vitro, a acdo antimicrobiana de medicagdes
intracanais a base de extrato de semente de uva e extrato de gengibre,
associadas ou ndo a clorexidina gel 2%, com a agdo antimicrobiana de
medicagdes intracanais a base de hidroxido de calcio, associadas ou nio
a clorexidina gel 2%, por meio da contagem de unidades formadoras de
colonias.

Abstract: Antimicrobial activity of intracanal dressings composed by

natural products associated to chlorhexidine and its influence on colour
change of dentinal structure



Avaliar, in vitro, a influéncia do uso de medicagdes intracanais a
base de extrato de semente de uva ¢ extrato de gengibre, associadas ou
ndo a clorexidina gel 2%, na alteragdo de cor da estrutura dentinaria, por

meio da espectrofotometria digital.

As hipoéteses testadas foram:

A adicdo de clorexidina gel 2% promove um aumento na
atividade antimicrobiana das medicacdes intracanais a base de produtos
fitoterapicos testados, sendo esta atividade igual ou superior as
medicagdes intracanais a base de hidroxido de calcio.

O uso de medicagdes intracanais a base de produtos fitoterapicos,
associadas ou nd3o a um veiculo biologicamente ativo, ndo promove

alteracdo de cor na estrutura dentinaria.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela comissdo de Etica em Pesquisa da

Universidade de Passo Fundo, sob o numero de protocolo 735.208.

4.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Obtencao e preparo das amostras

Oitenta e oito dentes unirradiculares humanos extraidos, obtidos
do Biobanco da Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo
Fundo, foram utilizados para o presente estudo. A por¢do coronaria foi
seccionada com um disco diamantado (#911H - Brasseler, Savannah,
GA, Estados Unidos) em 20.000 rotacdes por minuto, sob constante
refrigera¢do, de modo que os remanescentes radiculares permanecessem
com um comprimento de 15 mm (Figura 1A).

Todas as raizes foram preparadas utilizando o mesmo protocolo
no intuito de remover o tecido pulpar e padronizar o didmetro do canal.
O comprimento de trabalho foi estabelecido através da introdugdo de
uma lima tipo-K n° 10 no canal radicular, até que sua ponta tenha sido
visualizada no foramen apical (Figura 1B). A partir desta medida foi
reduzido 1 mm, estabelecendo o comprimento de trabalho. O preparo

cervical foi realizado com broca Largo ntimero 2 (Dentsply-Maillefer,
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Ballaigues, Suiga) ¢ a ampliacdo apical realizada o sistema rotatdrio
ProTaper Universal (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) (Figura 1C)
seguindo a sequéncia de limas SX, S1, S2, F1, F2 e F3, todas utilizadas
no comprimento de trabalho com velocidade de 250 rpm e torque 2,5 N,
no motor X-Smart Plus (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga). As
solucdes irrigantes utilizadas para o preparo foram hipoclorito de sodio
2,5% (Natupharma, Passo Fundo-RS, Brasil) - 2 ml a cada troca de
instrumento, EDTAT 17% (Férmula e Acdo, Sao Paulo-SP, Brasil) - 5
ml durante 1 minuto para a remog¢do de smear layer, e irrigagdo final

com agua destilada estéril - 5 ml.

L 15mm \

= A ’ B
Figura 1 — Padronizacéo das raizes. A — remanescente radicular, B —
Odontometria, C — Sistema Rotatdrio Protaper Universal.

Apos a conclusdo do preparo quimico-mecanico, foi realizado o
vedamento do fordmen apical com resina fotopolimerizavel Opallis
(FGM, Joinville, SC, Brasil), para evitar o extravasamento das
substancias testadas durante o experimento. A impermeabilizagdo
externa das raizes também foi realizada através de duas aplicagdes de

adesivo a base de cianoacrilato. (SuperBonder — Henkel, Sao Paulo, SP,
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Brasil). Cada raiz foi fixada com silicona de condensacdo Putty-C para
Impressao (Silon2APS - Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) em um
microtubo plastico (Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de modo que a
porgdo cervical permanecesse posicionada para cima (Figura 2A e 2B).
Os dentes foram divididos em oito grupos (n=11) e cada grupo alocado
em uma caixa de polipropileno (Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL,
Estados Unidos) (Figura 2C) e esterilizadas a temperatura de 120°C em
autoclave (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP,BR) por 30 minutos.

. A C
Figura 2 — Disposi¢do das amostras. A e B — fixacdo das amostras
impermeabilizadas em eppendorf, C — distribuicdo em caixa
de polipropileno.

Controle de esterilizacéo
Um dente de cada grupo foi selecionado aleatoriamente e
submetido ao controle de esterilizacdo. Cada dente selecionado foi

preenchido com 2 mL de solug¢@o salina estéril (Decloquimis, Sao Paulo,

SP, Brasil), e, apds 5 minutos, um cone de papel estéril com calibre #30
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(Tanari, Manaus, AM, Brasil) foi colocado em contato com as paredes
do canal durante 30 segundos. Em seguida, o cone de papel foi
transportado individualmente para microtubos plasticos (Axygen Inc,
Union City, CA, EUA) contendo 1 ml de solugdo salina estéril
(Decloquimis, Sao Paulo, SP, Brasil). O material foi homogeneizado e
semeado em placas de Petri com meio de cultura PCA (Plate Count
Agar) através da técnica da gota, sendo pingadas cinco gotas de 15 pL
de cada amostra. As amostras foram incubadas a 37 °C durante 48h, a
fim de verificar a auséncia do crescimento bacteriano. As amostras que
foram selecionadas para o controle de esterilizagdo foram descartadas,
restando oitenta dentes para a realiza¢do do experimento, distribuidos em

oito grupos (n=10) de acordo com os protocolos testados.

Preparo do in6culo

A estirpe de referéncia microbiana utilizada foi Enterococcus
faecalis (E.faecalis) (ATCC 29212), obtida no Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Passo Fundo. As bactérias foram ativadas e cultivadas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) durante 24h a 37 °C em uma estufa
bacteriologica. Apds o periodo de incubagdo, o grau de turbidez do
inoculo foi ajustado de acordo com a escala 0,5 de McFarland, que
corresponde a 1,5 x 10® UFC/ml, referente a uma absorbancia de 625 nm

de 0,82 0,10.
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Contaminacéao dos canais radiculares

Em cada uma das 80 amostras previamente esterilizadas, foi
realizada a inoculagdo com auxilio de micropipetas, onde uma aliquota
de 100 pL do inéculo de E.faecalis contido no tubo de ensaio foi
inserida no interior dos canais radiculares at¢é o seu completo
preenchimento (Figura 3A). A cultura de E.faecalis foi mantida durante
14 dias, a fim de promover o crescimento de bactérias e a formagdo de
biofilme, renovando o caldo BHI a cada 48h. Todos os procedimentos
foram realizados sob condi¢des assépticas em uma camara de fluxo
laminar.

A cada 48h, uma amostra de cada grupo foi escolhida
aleatoriamente para ser submetida ao controle microbiano, no intuito de
verificar a auséncia de contaminagdo por outras espécies microbianas,
garantindo uma cultura pura de E.faecalis. Um cone de papel estéril com
calibre #30 (Tanari, Manaus, AM, Brasil) foi introduzido no canal
radicular e mantido em contato com as paredes do canal radicular
(Figura 3B), durante 30 segundos, em seguida, transferido para um
microtubo de plastico estéril contendo 1 mL de solucdo salina estéril
(Figura 3C), esse foi homogeneizado em um agitador (Figura 3D) e,
entdo, realizada a semeadura através da técnica das gotas, sendo
pingadas cinco gotas de 15 pL de cada amostra em placas de Petri
contendo PCA (Figura 3E). As amostras foram incubadas a 37 °C
durante 48h e, em seguida, foi realizada analise da morfologia das
unidades formadoras de colonias (UFCs) (Figura 3F), bem como analise
de coloragdo de Gram, a fim de verificar a confirma¢do de contaminagdo

somente por E.faecalis.
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E F

Figura 3 — Contaminacdo dos canais radiculares e controle de
contaminagéo. A — contaminagédo dos canais radiculares,
B — cone de papel em contato com as paredes do canal, C
— cone de papel em 1ml de solugdo salina estéril, D —
homogeinizacdo em agitador, E — técnica de gotas, F —
analise da morfologia.

Classificacao dos grupos de tratamento

Apos o periodo de 14 dias de contaminag¢do com E.faecalis, as
oitenta amostras foram irrigadas com 5 mL de agua destilada estéril,
aspiradas e secas com cones de papel absorvente calibre #30 (Tanari,
Manaus, AM, Brasil). Em seguida, as amostras foram divididas em oito
grupos (n=10), de acordo com o protocolo de medicacdo intracanal

testado, conforme demonstrado no Quadro 1.
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Quadro 1: distribuicdo dos grupos (grupo, medicagdo intracanal,

fabricante):
Grupo Medicacgdo Intracanal Fabricante
Declomiquis, Sao Paulo, SP,
1 Agua destilada Brasil
Natupharma, Passo Fundo, RS,
2 CHX gel 2% Brasil

3 Ca(OH), + agua destilada | Biodinamica, Ibipord, PR, Brasil

Healthy Originis, Pittsburgh,

4 GSE + agua destilada CA, EUA
Apis Flora, Ribeirdo Preto, SP,
5 GE + 4gua destilada Brasil

6 Ca(OH), + CHX gel 2% Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil

Healthy Originis, Pittsburgh,

7 GSE + CHX gel 2% CA, EUA
Apis Flora, Ribeirdo Preto, SP,
8 GE + CHX gel 2% Brasil

* CHX = clorexidina; Ca(OH), = hidréxido de calcio; GSE = extrato de
semente de uva; GE = extrato de gengibre.

Nos grupos 1 (agua destilada — controle negativo) e 2 (clorexidina
gel 2% - controle positivo), a medicagdo intracanal foi inserida com o
auxilio de seringa descartavel de 3 mL e agulha de calibre 30 (Navi-Tip
- Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos), at¢ o completo
preenchimento do canal radicular (Figura 4A).

Nos grupos 3 (Ca(OH), + agua destilada), 4 (GSE + agua
destilada) e 5 (GE + agua destilada), a medicacdo intracanal foi obtida
através da mistura de 1g da substéancia testada e 1 ml de agua destilada, e
inserida com o auxilio de um Mcspadden (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Suica), até o completo preenchimento do canal radicular.

Nos grupos 6 (Ca(OH), + clorexidina gel 2%), 7 (GSE +

clorexidina gel 2%) e 8 (GE + clorexidina gel 2%), a medicagdo
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intracanal foi obtida através da mistura de 1g da substancia testada e 1ml
de clorexidina gel 2% (Figura 4B), ¢ inserida com o auxilio de um
Mcspadden (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica), at¢é o completo
preenchimento do canal radicular (Figura 4C).

Na seqiiéncia, o vedamento do canal radicular foi realizado com
cimento provisorio Cavitec (Caitthec Industrial, Rio do Sul, SC) (Figura
4D), e as medicacdes intracanais permaneceram no interior dos canais

radiculares pelo periodo de 14 dias, sob armazenamento em estufa

bacterioldgica a 37°C.
A -B
D

.C .

Figura 4 — Insercéo e preparo das medicagdes intracanal. A — inser¢édo
de solucdo salina estéril, B — pasta de GE + CHX, C —
inser¢do da medica¢do com Iéntulo, D — vedamento com
cimento provisorio.
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Realizagdo das coletas e anélise microbioldgica

A coleta do contetido microbiano do interior do canal radicular
das amostras foi realizada em dois momentos. A primeira coleta (S1), foi
realizada imediatamente ap6s o periodo de contaminagdo das amostras
(Figura 5A). Apos o periodo de 14 dias de armazenamento das amostras
contendo as medicacds intracanais, o selamento coronario foi removido,
assim como a medicacdo intracanal de cada grupo, por meio de irrigagao
com 5 mL de agua destilada, para realizagdo da coleta final (S2).

As coletas (S1 e S2) foram realizadas da mesma forma. O canal
radicular foi preenchido com solug@o salina estéril e uma ponta de papel
absorvente estéril calibre #30 foi introduzida no interior do canal
radicular realizando movimentos circulares no intuito de encostar
intencionalmente em todas as paredes do canal pelo periodo de 30
segundos (Figura 5A). Depois disso, a ponta de papel absorvente foi
transferida para um microtubo contendo 1 ml de solugdo salina estéril. O
material foi homogeneizado e diluido até 10° (Figura 5B). Aliquotas
foram semeadas em placas de Petri contendo PCA através da técnica das
gotas, no local correspondente da dilui¢do utilizada (Figura 5C). As
placas foram incubadas durante 48 horas a uma temperatura de 37°C.
Ap6s o periodo de incubagdo, a contagem do numero de unidades

formadoras de colonias (UFCs) foi realizada (Figura 5D).
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C D
Figura 5 — Realizacdo das coletas e analise microbioldgica. A — Ponta
de papel absorvente no interior do canal radicular, B —
Homogeinizacdo em agitador tipo vortex, C — técnica de

gotas, D — placas com PCA ap06s incubacéo.
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Figura 6 — Esquema das coletas microbioldgicas.

4.2 Avaliacéo da alteragdo de cor
Obtencdo e preparo das amostras

Oitenta dentes bovinos foram extraidos de animais abatidos para
fins comerciais e utilizados para a presente dissertacdo. As coroas foram
seccionadas na juncdo amelo-cementdria utilizando um disco
diamantado (#911H - Brasseler, Savannah, GA, Estados Unidos) em
20.000 rotagdes por minuto, sob constante refrigeracdo. A porgdo
coronaria foi fixada em bases de acrilico com o objetivo de proporcionar

maior estabilidade durante o preparo das amostras, de forma que a
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porcdo incisal ficasse voltada pra cima. A porgdo vestibular da coroa foi
utilizada para confeccionar uma amostra por meio de cortadeira
metalografica (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA) sob
constante refrigeragdo, produzindo um bloco de medidas aproximadas de
5 mm de comprimento, 5 mm de largura e 2 milimetros espessura
(Figura 7). Na sequéncia, foi realizado o polimento da porgao vestibular
com sequéncia de lixas até a exposicao da dentina e, em seguida, os
blocos com a dentina vestibular exposta foram lavados com agua
destilada sob agitagdo ultrassonica por 5 minutos para eliminar possiveis
residuos e secos com papel absorvente.

17‘ e

o2

0,5cm

Figura 7 — Bloco produzido a partir das coroas bovinas.

Classificacdo dos grupos de tratamento
Os oitenta blocos com a dentina exposta foram divididos em oito

grupos (n=10), de acordo com o protocolo de medicacdo intracanal em

que foram imersos, conforme demonstrado anteriormente no Quadro 1.
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A imersdo dos blocos ocorreu em tubos de eppendorf contendo 2 ml das
medicagdes testadas, de forma que os mesmos permanecessem

completamente recobertos pela medicagdo (Figura 8).

Figura 8 — Bloco de dentina recoberto por medicacdo(GSE+CHX).

Apds a imersdo, os tubos de eppendor foram colocados em caixas
de polipropileno (Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, Estados
Unidos) e armazenados em estufa bacterioldgica pelo periodo de 14 dias
a uma temperatura de 37°C. Apds 14 dias de armazenamento, os blocos
de dentina exposta foram removidos dos tubos de eppendorf, irrigados

com 5 ml de agua destilada e secos com papel absorvente.
Leitura da coloracdo da dentina

Antes e 14 dias depois da imersdo dos blocos de dentina exposta
nos respectivos protocolos de medicagdo intracanal testados, cada

amostra foi avaliada em relagdo a colora¢do da dentina, utilizando um

espectrofotometro digital (Vita Easyshade Compact — Vita Zahnfabrik,
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Bad Séackingen, Alemanha) (Figura 9), de forma que a ponta ativa do
aparelho foi posicionada sobre o centro do bloco de dentina exposta e, a
partir da leitura do aparelho, um escore de 1 (mais claro) a 16 (mais
escuro) foi atribuido para cada amostra, de acordo com o guia do
aparelho. A leitura antes e depois dos protocolos testados foi realizada
no intuito de estabelecer uma comparagdo ¢ analisar se as medicacdes

testadas promoveriam a alterag@o de cor na estrutura dentinaria.

Figura 9 — Aparelho Vita Easyshade Compact.

Andlise estatistica

Para o teste microbiologico, a andlise estatistica foi realizada
calculando o percentual de redugdo de E.faecalis a partir da contagem
inicial e contagem final de UFCs nos diferentes grupos de medicagao
intracanal, utilizando a seguinte formula:

Percentual de redugdo = 100 — [(Valor final /Valor inicial) x 100]

Ap6s o calculo do percentual de reducdo em cada amostra, Two-

way ANOVA foi aplicado, seguido pelo procedimento de post hoc de
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Tukey, para o estabelecimento da média do percentual de reducgdo de
E.faecalis de cada grupo, a 5% de nivel de significancia.

Para o teste de alteragdo de cor, a analise estatistica foi realizada
utilizando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, seguido pelo teste de
Mann-Whitney U, para o estabelecimento da mediana dos scores de
alteracdo de cor.

Os dados, de ambos os testes, foram analisados utilizando o

programa SPSS versao 17.0 (SPSS, Chicago, IL, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS

A média ¢ o desvio padrio do percentual de redugdo de
E.faecalis de cada grupo estdo expressos na Tabela 1. Nenhum dos
tratamentos propostos apresentou 100% de reducao de E.faealis apos 14
dias no interior dos canais radiculares. A maior capacidade de redugdo
bacteriana foi observada nos grupos 4 (GSE+DW), 6 (Ca(OH),+CHX), 7
(GSE+CHX) e 8 (GE+CHX), sem diferenca estatisticamente significante
entre estes grupos (p<0.05). O grupo 5 (GE+DW) foi estatisticamente
superior aos grupos 1 (DW) e 3 (Ca(OH),+DW), porém, foi
estatisticamente inferior ao grupo 2 (CHX) (p<0.05).

A mediana e o valor minimo-maximo dos scores de alteragdo de
cor da estrutura dentinaria de cada grupo estdo expressos na Tabela 2.
Apos andlise intragrupos, foi possivel observar alteracdo de cor da
estrutura dentinaria nas amostras dos grupos 4 (GSE+DW), 5 (GE+DW),
7 (GSE+CHX) e 8 (GE+CHX), sendo que a mediana obtida apos 14 dias
de tratamento foi estatisticamente superior a obtida previamente ao
tratamentos dos referidos grupos (p<0.05). Apos andlise intergrupos, foi
possivel observar que, apos 14 dias de tratamento, as amostras dos
grupos 4 (GSE+DW) e 7 (GSE+CHX) apresentaram as maiores
medianas de alteracdo de cor da estrutura dentinaria, sendo estas
medianas estatisticamente superiores as de todos os demais grupos

testados (p<0.05).
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Tabela 1: Média (desvio padrdo) do percentual de reducdo de
Enterococcus faecalis (%).

Grupo N Reducéo bacteriana (%) Valor P
1.DW? 10 11.72 (0.68) P <0.05
2. CHX" 10 70.83 (3.90) P <0.05
3. Ca(OH),+DW*® 10 50.62 (3.33) P <0.05
4. GSE + DW!? 10 96.45 (3.54) P <0.05
5.GE + DW ¢ 10 58.79 (3.15) P <0.05
6. Ca(OH),.CHX ¢ 10 98.69 (3.22) P <0.05
7. GSE + CHX® 10 96.93 (3.48) P <0.05
8. GE + CHX® 10 99.27 (3.74) P <0.05

* Letras diferentes representam diferenga estatisticamente significante.
* DW= agua destilada; CHX= clorexidina; Ca(OH),= hidroxido de célcio; GSE= extrato de semente de uva; GE=

extrato de gengibre.

Tabela 2: Mediana (minimo-maximo) dos scores de alteracdo de cor para
os dois periodos de observagdo e os grupos testados.

Grupo N Antes 14 dias depois

1. DW 10 1.8 (1.0-6.0)7 1.8 (1.0-6.0)%*

2. CHX 10 2.0 (1.0.-7.0)® 2.0 (1.0-3.0)**
3. Ca(OH),+DW 10 2.1(1.0-7.0)° 2.1(1.0-8.0)%
4. GSE + DW 10 1.0 (1.0-6.0)® 16.0 (9.0-16.0)"®
5. GE + DW 10 2.0 (1.0-6.0)? 8.5 (2.0 — 16.0)>°
6. Ca(OH),+CHX 10 2.0 (1.0-6.0)° 2.0 (2.0-8.0) **
7. GSE + CHX 10 1.5 (1.0-6.0)® 16.0 (9.0-16.0)®
8. GE + CHX 10 1.5 (1.0-6.0) ® 9.0 (2.0-13.0)*¢

* Apo6s andlise intragrupos, letras minusculas diferentes na horizontal representam diferenga estatisticamente
significante dos scores de cada grupo entre os dois periodos de observagdo. Apos analise intergrupos, letras maiusculas
diferentes na vertical representam diferenca estatisticamente significante entre os scores de cada grupo apos 14 dias de
observagao.

* DW= agua destilada; CHX= clorexidina; Ca(OH),= hidroxido de calcio; GSE= extrato de semente de uva; GE=

extrato de gengibre.
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6. DISCUSSAO

A grande maioria das alteragdes patologicas que acometem a
polpa e, consequentemente, os tecidos periapicais, apresenta natureza
inflamatoria e etiologia microbiana (Sundqvist, 1976). Neste cenario, os
microorganismos desempenham um papel fundamental na inducéo e,
principalmente, na perpetuacao destas condi¢des patologicas (Kakehashi
etal.., 1965). A partir do momento em que esta instalado um processo de
infec¢do nestes tecidos, torna-se necessario um adequado processo de
descontaminagdo através do uso de substincias dotadas de potencial
antimicrobiano que irdo contribuir para a limpeza do sistema de canais
radiculares. Além da utilizagdo de instrumentos endodonticos, que irdo
contribuir para a modelagem do espaco principal do canal radicular.
Apds a realizagdo da instrumentacdo dos canais radiculares e obten¢ao
do processo de sanificagdo do sistema de canais radiculares por meio de
substancias quimicas auxiliares, medicagdes intracanais e recursos
auxiliares de descontaminacdo, a obturagao tridimensional do sistema de
canais radiculares (Schilder, 1974) e o adequado selamento coronario
(Gillen et al.., 2011) também sdo fundamentais para o sucesso do
tratamento endodontico. Estes materiais devem apresentar capacidade de
controlar a infiltragdo marginal e possibilitar a criagdo de um ambiente
favoravel para a regeneracao tecidual na regido periapical (Sjogren et al.,

1990; Gutmann, 1992).
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De acordo com estudos prévios, existem algumas areas das
paredes do canal radicular principal que n3o sdo tocadas pelos
instrumentos endodonticos durante a realizagdo do preparo quimico-
mecanico convencional (Peters, 2004; Vaudt et al.., 2009). Nesse
sentido, diferentes substincias quimicas auxiliares t€m sido utilizadas
com o proposito de realizar a limpeza e eliminar os agentes irritantes
concomitantemente com a acdo mecanica dos instrumentos endoddnticos
durante o preparo dos canais radiculares. O hipoclorito de sodio (NaOCI)
¢ a substancia quimica auxiliar mais utilizada na endodontia para esse
proposito, devido, principalmente, a sua atividade antimicrobiana de
amplo espectro (Siqueira et al.., 1998; Niazi et al.., 2013; Du et al..,
2014) e a sua capacidade de promover a dissolu¢dao da matéria organica
(Okino et al.., 2004). No entanto, a presenca das complexidades
anatomicas representa uma dificuldade no processo de descontaminago
do sistema de canais radiculares, podendo haver a permanéncia de
microorganismos e detritos orgdnicos nestas regides (George et al..,
2005), trazendo a necessidade da utilizagdo de protocolos auxiliares de
descontaminagdo, realizados apds o preparo quimico-mecanico
convencional, tais como o uso de medicagdes intracanais a base de
substancias dotadas de potencial antimicrobiano.

Este estudo, entre seus objetivos, propOs avaliar a agdo
antimicrobiana de medicacdes intracanais a base de produtos
fitoterapicos associadas a um veiculo biologicamente ativo no combate
ao E.faecalis. Para este proposito, os canais radiculares de todos os
dentes utilizados na presente dissertacdo foram ampliados da mesma
forma, previamente aos protocolos de contaminagdo e descontaminagao,

de forma similar a estudos prévios (de Almeida et al.., 2014; Ghinzelli et
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al.., 2014; Cecchin et al.., 2015; Souza et al.., 2016). Esta manobra foi
realizada no intuito de padronizar o didmetro dos canais radiculares e
criar apos a inoculagdo com E.faecalis um ambiente adequado para o
crescimento bacteriano. Além do fato que a realizagdo do preparo apds a
contaminagdo possivelmente eliminaria o conteido microbiano,
impossibilitando a avaliagdo da efetividade dos protocolos de medicagao
intracanal testados. Além disso, a forma final obtida a partir do processo
de modelagem do canal radicular em toda sua extensdo garantiu que o
dispositivo utilizado para inser¢do das medica¢des pudesse ser inserido
sem encontrar resisténcia ¢ o mais proximo possivel do apice radicular.
Proporcionando um adequado preenchimento de todo o espago dos
canais radiculares com as medicagdes testadas.

O modelo de crescimento bacteriano adotado na presente
dissertagdo foi baseado em estudos prévios que focaram em estratégias
antimicrobianas no combate ao E.faecalis (de Almeida et al.., 2014;
Ghinzelli et al.., 2014; Souza et al.., 2016). Este microorganismo foi
escolhido devido a sua capacidade de penetrar tibulos dentinarios (Ran
et al.., 2015) e colonizar o sistema de canais radiculares por meio da
formagido de biofilme (Guerreiro-Tanomaru et al.., 2013). No entanto,
ndo ha consenso na literatura quanto ao periodo de tempo necessario
para que haja a formagdo adequada de um biofilme bacteriano que
permita testar a efetividade de protocolos de descontaminagdo, variando
as estimativas de 24 horas (Chavez de Paz et al.., 2010) a 50 dias de
cultura microbiana (Griindling et al.., 2011) para, depois desse periodo,
os protocolos de descontaminacao terem sido testados. De acordo com
estudo prévio, 14 dias é um periodo de tempo suficiente no intuito de

prover a formagdo de um biofilme de E.faecalis no substrato dentinario
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(Guerreiro-Tanomaru et al.., 2013). Por essa razdo, um periodo de
cultura de 14 dias foi adotado na presente dissertagdo, permitindo o
crescimento bacteriano ¢ assegurando que os protocolos de
descontaminag@o pudessem ser testados de forma adequada.

Dentes humanos extraidos foram utilizados para realizar o
modelo de contaminagdo com E.faecalis na presente dissertagdo, ao
contrario de alguns estudos prévios onde foram utilizados dentes bovinos
como modelo para avaliar a eficacia de diferentes protocolos de
descontaminagdo (Menezes et al.., 2004; Griindling et al.., 2011; de
Almeida et al.., 2014). Os dentes humanos utilizados no presente estudo
foram obtidos junto ao Biobanco da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Passo Fundo, onde existe um rigoroso controle de
armazenamento ¢ divisdo por faixa etaria dos dentes extraidos, o que,
além de assegurar uma padronizacdo morfologica e estrutural das
amostras, contribui para a simula¢do das reais condi¢des clinicas em que
sao utilizados os protocolos de descontaminag@o.

Diferentes recursos auxiliares de descontaminag¢do tém sido
utilizados na endodontia no intuito de contribuir para o processo de
descontaminacdo do sistema de canais radiculares ap6s a realizagdo do
preparo quimico-mecanico convencional, dentre os quais se destaca o
uso de medica¢do intracanal (Sjogren et al.., 1997). O hidroxido de
céalcio ¢ a medicagdo intracanal mais utilizada ao longo dos anos, devido
ao fato de possuir uma série de propriedades bioldgicas e fisico-quimicas
que trazem beneficios ao tratamento endodontico (Leonardo et al..,
2006). No entanto, estudos prévios demonstraram que o E.faecalis pode
permanecer viavel no interior dos canais radiculares apos periodos de

exposicao ao hidroxido de célcio (Orstavik & Haapasalo, 1990; Siqueira
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& Uzeda, 1996; Evans et al.., 2002; Podbielski et al.., 2003), trazendo a
necessidade de alternativas que possam atuar como medicagdo intracanal
e auxiliar na completa neutralizacdo de microorganismos do interior do
canal radicular. Nesse sentido, a presente dissertagdo propds a utilizagdo
de produtos fitoterapicos, associados ou ndo a clorexidina, como
alternativas ao uso do hidroxido de calcio, sendo que o extrato de
semente de uva tem demonstrado propriedades antimicrobianas (Cecchin
et al.., 2015; Souza et al.., 2016), assim como o extrato de gengibre
(Mackawa et al.., 2013). Além de ndo haver relatos na literatura sobre o
uso dessas substancias como medicagdo intracanal em canais radiculares
infectados com E.faecalis.

O mecanismo de acdo das medicagdes a base de hidroxido de
calcio ¢ conhecido por ser dependente da dissociagdo de ions calcio e
hidroxila, seguida pela difusdo desses ions através dos tibulos
dentinarios, ramifica¢des do sistema de canais radiculares e cemento
apical (Leonardo et al.., 2006), necessitando tempo habil para elevagdo
do pH e, consequentemente, para a inibicdo da atividade enzimatica que
¢ essencial pra sobrevivéncia bacteriana (Estrela & Pesce, 1996).
Portanto, o tempo ¢, certamente, um fator relevante para alcangar
resultados satisfatorios quando esse material ¢ utilizado (Leonardo et
al.., 2002). Estudos prévios reportaram que apds o preenchimento do
canal radicular com pasta de hidroxido de calcio, 2 a 3 semanas sdo
necesarias para obtencdo de um pH elevado ¢ que traga efeitos
antimicrobianos desejados para essa medicagdo. (Nerwich et al.., 2002;
Leonardo et al.., 2006; Agrafioti et al.., 2013). Da mesma forma,
Leonardo et al.., 2002, reportaram que periodos iguais ou superiores a 2

semanas sao necessarios para que haja atividade antimicrobiana
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satisfatoria a partir do uso de medicagdes a base de hidroxido de calcio.
Por essas razdes, foi adotado o periodo de 14 dias de permanéncia das
medicacdes testadas no interior dos canais radiculares na presente
dissertagdo, possibilitando um comparativo adequado entre as
medicagdes a base de hidréxido de céalcio com as medicagdes a base de
fitoterapicos, associados ou nao a clorexidina.

Atualmente, diferentes testes microbiologicos sdo utilizados
no intuito de avaliar o grau de neutralizagdo bacteriana proporcionado
por um determinado protocolo de descontaminagdo. A contagem de
unidades formadoras de colonias (UFCs) foi utilizada para avaliar os
efeitos dos tratamentos propostos na presente dissertagdo. Este método
foi escolhido com base em estudos anteriores (Evans et al.., 2003;
Menezes et al.., 2004; Grundling et al.., 2011; de Almeida et al.., 2014;
Ghinzelli et al.., 2014; Cecchin et al.., 2015; Souza et al.., 20016) uma
vez que permite, de forma aceitavel, a quantificagdo de bactérias a partir
do espago do canal radicular (Peters et al.., 1995). Apesar de a técnica
ser executada de forma muito similar entre os estudos, a maior diferenca
encontrada ¢ em relacdo aos momentos que a coleta foi realizada. O
presente estudo estabeleceu dois momentos de coleta: inicial e final, com
o objetivo de verificar a quantidade de contaminagdo prévia ao
tratamento proposto, e o grau de descontaminagdo final de cada amostra,
através de um percentual de reducdo microbiana, apos execugdo do
tratamento, conforme descrito em estudo prévio de Souza et al.., 2016.
No entanto, as amostras microbioldgicas s6 foram coletadas a partir do
canal principal. Dessa forma, ndo foi possivel avaliar a presenca de
bactérias na profundidade dos tibulos dentinarios ou o numero de

células viaveis, como no caso de estudo prévio (Bottcher et al.., 2015),
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onde a viabilidade bacteriana foi quantificada através de médias, a partir
da realizagdo de microscopia laser confocal.

De acordo com os resultados do presente estudo, nenhum dos
protocolos de medicaga@o intracanal testados apresentou a capacidade de
promover a complete eliminagdo de E.faecalis do interior dos canais
radiculares. Estes achados estdo em acordancia com estudos prévios, que
também demonstraram significativa dificuldade na completa eliminagdo
de E.faecalis do espago do canal radicular a partir da utilizacdo de
diferentes protocolos de descontaminagdo (@Drstavik & Haapasalo, 1990;
Siqueira & Uzeda, 1996; Evans et al.., 2002; Podbielski et al.., 2003; de
Almeida et al.., 2014; Ghinzelli et al.., 2014; Cecchin et al.., 2015;
Souza et al.., 2016). E.faecalis ¢ um microorganismo anaerdbio
facultativo que ¢ altamente resistente as estratégias antimicrobianas e ¢,
frequentemente, encontrado nos casos de insucesso do trattamento
endodontico (Pinheiro et al.., 2003). Este microorganismo apresenta
diversos fatores de viruléncia, possui capacidade de persistir por longos
periodos de tempo em ambiente com severa limitagdo de nutrientes
(Figdor et al.., 2003) e coloniza o sistema de canais radiculares por meio
da formacdo de um biofilme estruturado de dificil remoc¢ao (Guerreiro-
Tanomaru et al.., 2013). Estas caracteristicas podem ajudar a explicar a
permanéncia do E.faecalis no interior dos canais radiculares na presente
dissertag@o, ndo havendo, apds a realizagao dos protocolos de medicagao
intracanal testados, a capacidade de eliminacdo completa deste
microorganismo.

A medicacdo intracanal mais usualmente utilizada na
endodontia ¢ a pasta de hidréxido de calcio, sendo aceita em razao de

apresentar acdo antimicrobiana, neutralizar toxinas bacterianas, ser
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biocompativel com os tecidos periapicais e estimular o processo de
mineralizagdo (Leonardo et al.., 1994; Silva et al.., 2002; Leonardo et
al.., 2006). A agdo antimicrobiana ocorre a partir da liberagdo de ions
hidroxila que se difundem no interior dos tiibulos dentinarios, atingindo
niveis de pH alcalino suficientes para destrui¢do das bactérias. Além
disso, funciona como barreira fisica inibindo o fluxo de nutrientes e a
recolonizagdo bacteriana (Siqueira-Junior et al.., 1999). No entanto, os
resultados da presente dissertagdo demonstraram que o grupo 3
(Ca(OH),+DW) apresentou-se como o protocolo de medicagdo
intracanal menos efetivo no combate ao E.faecalis apos 14 dias no
interior dos canais radiculares, sendo superior, apenas, ao grupo 1 (DW),
onde nenhuma substdncia com potencial antimicrobiano foi utilizada.
Estes resultados estdo em acordancia com estudos prévios, onde a
utilizacdo da pasta de hidroxido de calcio composta por hidroxido de
calcio pd e agua destilada ndo demonstrou significativa efetividade na
eliminacdo de E.faecalis (@rstavik & Haapasalo, 1990; Siqueira &
Uzeda, 1996; Evans et al.., 2002; Podbielski et al.., 2003; Gomes et al..,
2003). Para apresentar uma acdo antimicrobiana efetiva, os ions
liberados pelas medicagdes a base de hidréxido de calcio precisam se
difundir e atingir concentracdes suficientes para exercer essa fungao,
bem como transpor barreiras fisicas e bioldgicas como, por exemplo, o
efeito tampdo promovido pela dentina, tecidos remanescentes e fluidos
(Haapasalo et al.., 2000; Portenier et al.., 2001). Dessa forma, o processo
de neutralizagdo de microorganismos do hidréxido de calcio quando
associado a um veiculo sem propriedades antimicrobianas pode ser
retardado, ajudando a explicar a baixa efetividade na redugdo de

E.faecalis do interior dos canais radiculares na presente dissertagéo.
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A clorexidina ¢ considerada uma base forte da familia das
bisbiguanidas que possui propriedades catidnicas, demonstrando uma
efetiva a¢do antimicrobiana contra patdgenos endodonticos (Ferraz et
al..,, 2001). De acordo com os resultados deste estudo, a adigdo de
clorexidina aos protocolos de medicagdo intracanal a base de hidréxido
de célcio e extrato de gengibre, resultou em maior atividade
antimicrobiana quando comparado aos mesmos protocolos sem a adi¢@o
desta substancia, confirmando a primeira hipotese da presente
dissertagdo. Estes resultados estdo em acordancia com estudos prévios,
onde a adi¢do de clorexidina as substancias e materiais testados resultou
no aumento da agdo antimicrobiana dos mesmos, resultando em maior
neutralizagdo de patogenos endodonticos (Gomes et al.., 2003; Bailon-
Sanchez et al.., 2014; Niazi et al.., 2015). O mecanismo de agdo
antimicrobiana pode ser explicado pela interacdo entre as moléculas de
clorexidina que sdo carregadas positivamente ¢ a parede celular
bacteriana que ¢ carregada negativamente. A partir dessa interagdo,
ocorre um aumento da permeabilidade da parede celular bacteriana que
permite a rapida penetragdo de moléculas de clorexidina. Dessa forma,
ocorre uma alteracdo no equilibrio osmotico, resultando na precipitacao
do contetido citoplasmatico e morte celular bacteriana (Ferraz et al..,
2001). Portanto, as propriedades antimicrobianas presentes nas
medicacdes a base de hidroxido de calcio e extrato de gengibre, aliadas
ao elevado potencial antimicrobiano da clorexidina, pode ser a
explicagdo para uma maior eliminagdo de E.faecalis destes protocolos,
chegando muito proximo de uma sanificacdo completa dos canais

radiculares.
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Além de uma efetiva agdo antimicrobiana contra patégenos
endodonticos, entre os quais se incluem o E.faecalis, a clorexidina
também apresenta substantividade. Através de um processo de adsorgao,
as moléculas de clorexidina entram em contato com superficies cobertas
com proteinas acidas, entre as quais se incluem a hidroxiapatita, sendo
lentamente liberada na medida em que sua concentragdo no meio
decresce (Carrilho et al.., 2010). De acordo com estudo prévio de Souza
et al.., 2016, a clorexidina, gel e liquida, permaneceu retida na dentina
radicular por até 120 dias. Ao mesmo tempo, Bottcher et al.., 2015,
demonstraram uma redugdo significativa do percentual de células
bacterianas viaveis de E.faecalis apds 7 dias da utilizagdo de clorexidina
liquida 2% na dentina radicular humana. Dessa forma, o tempo de
atuacdo prolongado a partir da substantividade da clorexidina, também
pode ser a explicagdo para os maiores valores de eliminagdo de
E.faecalis do interior dos canais radiculares quando as medicacdes a
base de hidroxido de calcio e extrato de gengibre foram associadas a
clorexidina na presente dissertacao.

Além de apresentar um elevado potencial antimicrobiano e
substantividade, propriedades estas que s3o fundamentais para o
processo de descontaminagdo do sistema de canais radiculares, a
clorexidina apresenta auséncia de citotoxicidade, ndo trazendo alteracdes
inflamatorias quando extravasada para os tecidos periapicais (Ribeiro et
al.., 2005), e ndo interfere na estabilidade de unido entre o material
restaurador e a dentina (Carrilho et al.., 2007), uma vez que a clorexidina
inibe a acdo de metaloproteinases (Breschi et al.. 2010) e cisteinas
catepsinas (Scaffa et al.., 2012). Estes grupos de proteinas estdo

diretamente envolvidos no processo de deterioracdo de colageno,
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interferindo de forma negativa ou prejudicial na adesdo a estrutura
dentindria. Portanto, a presente dissertacdo sugere a adigdo de
clorexidina aos protocolos de medicagdo intracanal testados, ndo
somente por aumentar a capacidade de eliminagdo de E.faecalis do
interior dos canais radiculares dos mesmos, mas, também, por trazer
beneficios aos  procedimentos restauradores adesivos  que,
posteriormente, serdo fundamentais para alcangar o sucesso do
tratamento endodontico realizado (Gillen et al.., 2011).

Os resultados da presente dissertagdo demonstraram que nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos 4
(GSE+DW) e 7 (GSE+CHX) na reducdo de E.faecalis do interior dos
canais radiculares, revelando que, mesmo sem a adi¢do de um veiculo
com propriedades antimicrobianas, o extrato de semente de uva
apresentou elevada capacidade de redugdo antimicrobiana quando
utilizado como medicacao intracanal no periodo de 14 dias. O extrato de
semente de uva apresenta em sua composi¢do proantocianidinas e
compostos fendlicos. De acordo com estudos prévios, estes componentes
possuem propriedades antimicrobianas contra bactérias gram positivas e
gram negativas (Al-Habib et al.., 2010; Kao et al.., 2010; Furiga et al..,
2014), bem como atuam no combate de patégenos endoddnticos, tais
como cepas de Streptococcus ssp. (Thimothe et al.., 2007; Furiga et al..,
2009), o que pode ajudar a explicar sua efetiva capacidade de
neutralizagdo do E.faecalis na presente dissertagdo. Além disso, devido a
presenga de proantocianidinas na sua composicao, o extrato de semente
de uva interfere positivamente nas propriedades mecanicas da dentina
(Cecchin et al.., 2015), reduz a absor¢cdo de agua e estabiliza a

degradacdo do colageno na estrutura dentinaria (Aguiar et al.., 2014;
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Vidal et al.., 2014). Estas propriedades irdo contribuir para a manutengéo
da qualidade do substrato dentinario para posterior obturagdo
endodontica e restauragdo coronaria utilizando materiais resinosos, o que
também traz beneficios para o sucesso do tratamento endodoéntico, além
da efetiva contribuicdo em promover a descontaminagdo dos canais
radiculares.

Atualmente, existe um numero crescente de estudos em
diferentes especialidades médicas utilizando substancias naturais e
produtos fitoterapicos, tais como chas ou extratos obtidos de varias
plantas. Entre os produtos fitotérapicos que sdo utilizados na odontologia
estd o extrato de gengibre, devido a sua agdo cicatrizante, anti-
inflamatoria e antimicrobiana (Park et al.., 2008). De acordo com os
resultados do presente estudo, o grupo 5 (GE+DW) apresentou uma
capacidade de eliminagdo de E.faecalis superior ao grupo 3
(Ca(OH),+DW) apés 14 dias de permanéncia no interior dos canais
radiculares, sendo que esta pasta de hidroxido de calcio ¢ a medicagdo
intracanal mais utilizada na terapia endodontica ao longo dos tempos.
Além disso, quando o extrato de gengibre foi associado a clorexidina gel
(grupo 8), resultou na maior média de eliminagdo de E.faecalis
(99.27%), destacando o seu elevado potencial de descontaminagdo. Estes
resultados estdo em acordancia com estudo prévio, onde o extrato de
gengibre, utilizado como medicagdo intracanal, apresentou efetiva
reducdo de E.faecalis ap6s 14 dias de utilizagdo no interior dos canais
radiculares (Maekawa et al.., 2013). No entanto, o real mecanismo de
acdo do extrato de gengibre ndo ¢ ainda bem elucidado na literatura.
Sabe-se que o gingerol é a principal substincia ativa e é o responsavel

pelas propriedades benéficas deste produto (Park et al.., 2008), dentre as
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quais se destacam a atividade antibacteriana contra patdgenos
endodonticos (Ruff et al.., 2006; Maekawa et al.., 2013), bem como a
inibicdo da produgdo de prostaglandinas E2 e da interleucina-la,
influenciando a resposta imunoldgica especifica mediata, podendo ser
utilizado em doengas autoimunes ¢ inflamagGes cronicas (Lantz et al..,
2007).

A preservagdo da estética dentaria também ¢ um fator a ser
considerado durante e apds a realizacdo do tratamento endodéntico,
sendo um fator de grande importancia para os pacientes, principalmente
no que diz respeito a coloragdo das estrutura dentarias (Qualtrough &
Burke, 1994). Essa coloragdo ¢ influenciada por uma combinagdo da cor
intrinseca a nivel dentinario e da cor extrinseca a nivel de esmalte
(Joiner, 2004), sendo que a presenca de agentes catidnicos, como, por
exemplo, a clorexidina, ou substincias com potencial de pigmentacao,
podem promover a alteracdo de cor da estrutura dentinaria (Watts &
Addy, 2001), havendo um comprometimento estético do dente
submetido ao tratamento endoddntico. Além disso, a alteragdo de cor da
estrutura dentinaria pode representar a presenca de uma smear layer
quimica, o que promove a obliteracdo dos tibulos dentinarios, reduz a
permeabilidade dentinaria (Akisue et al., 2010) e reduz a resisténcia de
unido do material obturador a dentina radicular (Shahravan et al., 2007).
Nesse sentido, ¢ importante que as substancias e medicac¢des utilizadas
no processo de descontaminacdo do sistema de canais radiculares ndo
promovam alteragdo de cor das estruturas dentarias, ndo somente
devolvendo a fun¢do do elemento dentario, mas, também, mantendo a

estética original do mesmo.
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Para o teste de alteragdo de cor, coroas de dentes bovinos
foram utilizados. Os dentes bovinos tém demonstrado uma estrutura
morfologica padronizada, uma vez que os animais sdo abatidos com a
mesma idade, assegurando caracteristicas similares e evitando algumas
variaveis que sdo encontradas em dentes humanos. Além disso, a dentina
dos dentes bovinos apresenta semelhanga com a dentina humana, no que
diz respeito a estrutura, composi¢do e quantidade de tibulos dentinarios.
Por fim, os dentes bovinos podem ser facilmente obtidos, o que justifica
a utilizacdo deste modelo na presente dissertagdo além do fato que a
coroa de dentes humanos é muito pequena, o que poderia dificultar a
confeccdo das amostras padronizadas para o experimento de alteragdo de
cor (Orstavik & Haapasalo, 1990).

Diferentes métodos tem sido utilizados para avaliar a alteracao
de cor das estruturas dentarias a partir da utilizagdo de variados produtos
nas mesmas, variando entre a avaliag@o visual a partir do uso de escalas
(Souza et al.., 2011) ou a utiliza¢ao de recursos digitais (Meireles et al..,
2010). Na presente dissertagdao, o espectrofotometro digital EasyShade
foi utilizado para fazer as respectivas mensuragdes na estrutura
dentinaria, antes e apos os protocolos de medicacdo intracanal utilizados,
adotando-se a escala do guia do aparelho que varia do escore 1 (mais
claro) ao escore 16 (mais escuro), em método proposto por Meireles et
al.., 2010. De acordo com os resultados da presente dissertagdo, os
grupos onde foram utilizados o extrato de semente de uva e o extrato de
gengibre apresentaram alteragdo de cor da estrutura dentinaria apds 14
dias de contato, sendo que essa alteragdo de cor foi mais significativa
nos grupos onde as amostras foram imersas nas medicacdes a base de

extrato de semente de uva, contrariando a segunda hipotese da presente
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dissertagdo. Isso pode ser explicado pela coloragdo escurecida desta
medicacdo, devido a presenga de taninos em sua composi¢do (Thimote et
al.., 2007), e pela consisténcia pastosa, o que facilita sua aderéncia a
estrutura dentinaria. Além disso, ap6s os 14 dias de imersdo nos
protocolos de medicagdo intracanal testados, foi realizada somente
lavagem com agua destilada das amostras imersas. No caso de ter sido
realizada imersdo ou irrigacdo com agentes quelantes com capacidade de
remogdo de smear layer, os resultados poderiam ter sido diferentes ¢ a
alteragdo de cor poderia ndo ter sido tdo significativa como mostraram os
resultados da presente dissertagao.

Além do comprometimento estético, a alteragdo de cor da
estrutura dentinaria promovida pelas medicagdes a base de extrato de
semente de uva e extrato de gengibre pode trazer implicagdes a nivel da
estrutura dentinaria, promovendo a formacdo de uma smear layer
quimica e a, consequente, obliteracdo dos tibulos dentindrios. A partir
disso, pode haver reducdo da permeabilidade dentinaria (Akisue et al..,
2010) e da resisténcia de unido do material obturador a dentina radicular
(Shahravan et al.., 2007), dificultando a realiza¢do de uma obturagdo
adequada e comprometendo o sucesso do tratamento endoddntico.
Diante do exposto, torna-se necessaria a utilizacdo de substincias
quimicas auxiliares com capacidade reconhecida de remocdo destes
componentes da estrutura dentinaria, entre as quais se destaca o EDTA
17% (Perez-Heredia et al.., 2008). No entanto, um periodo prolongado
de uso deste produto pode resultar na erosdo da dentina peritubular e
intertubular, tornando o elemento dentdrio mais propenso a fratura

radicular (Calt & Serper, 2002; Niu et al.., 2002).
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A clorexidina, como ja exposto anteriormente, apresenta
elevado espectro antimicrobiano (Ferraz et al.., 2001) e substantividade
(Bottcher et al.., 2015), enquanto que o agente surfactante diminui a
tensdo superficial e aumenta a molhabilidade do produto (Giardino et
al.., 2006), potencializando a penetragdo nos tubulos dentinarios. Além
disso, a ativagdo ultrassdnica em associacdo com irrigantes finais
também tem sido sugerida como alternativa para aumentar a eficiéncia
da remogdo de smear layer destes produtos (Blank-Gongalves et al..,
2011; Arslan et al.., 2016). A a¢do do dispositivo ultrassonico induz
turbuléncia hidrodindmica na solugdo inserida no canal radicular,
produzindo cavitagdo e bolhas que iro colidir contra as paredes
dentinarias. Estes elementos aumentam a temperatura e a pressdo
hidrostatica, produzindo ondas que irdo remover os componentes
aderidos a parede dentinaria (Ribeiro et al.., 2012). Estudos adicionais
s30 necessarios para avaliar se, a partir da utilizagdo destes protocolos de
remogao de smear layer, a alteragdo de cor promovida pelas medicagdes
a base de extrato de semente de uva e extrato de gengibre, associadas ou
nao a clorexidina, seria tdo significativa quanto a demonstrada na

presente dissertagao.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados da presente dissertagdo, ¢ possivel
concluir que:

- a adi¢do de clorexidina gel 2% aumentou a a¢@o antimicrobiana
das medicagdes intracanais a base de produtos fitoterapicos.

- o uso das medicagdes intracanais a base de produtos
fitoterapicos induziu alteragdo de cor significativa na estrutura

dentinaria.

Abstract: Antimicrobial activity of intracanal dressings composed by
natural products associated to chlorhexidine and its influence on colour
change of dentinal structure
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ABSTRACT

Background: there are a growing number of studies using
natural substances due its antimicrobial potential, such as
grape seed extract (GSE) and ginger extract (GE). However,
little information is available from previous studies
regarding its antimicrobial activity against endodontic
microbiota and influence on colour changes of dentinal
structure.

Purpose: The aim of the present study was to evaluate the
antimicrobial activity of intracanal dressings composed of
natural products and chlorhexidine in vitro and their
influence on colour changes of the dentinal structure.
Methods: the root canals of 80 human extracted teeth were
inoculated with Enterococcus faecalis and divided into eight
groups (n=10) according to the intracanal dressing protocol:
Gl — distilled water (DW); G2 — 2% chlorhexidine gel
(CHX); G3 — calcium hydroxide (Ca[OH],)*DW; G4 —
grape seed extract (GSE)*DW; G5 - ginger extract
(GE)+DW; G6 — Ca(OH),+CHX; G7 — GSE+CHX; and G8
— GE+CHX. The intracanal dressings remained in the root

canals for 14 days. Microbiological tests (CFU-counting)
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were performed to evaluate the effectiveness of the proposed
treatments. Data were subjected to one-way ANOVA
followed by the post-hoc Tukey test (a=0.05). Eighty dentin
blocks were made from the remaining crowns and submitted
to the reading of dentinal coloration using a digital
spectrophotometer after immersion in the previously
described intracanal dressing protocols. Data were subjected
to non-parametric Wilcoxon test, followed by Mann-
Whitney-U test (0a=0.05).

Results: the highest ability to promote bacterial reduction
was observed in groups 4 (GSE+DW), 6 (Ca(OH),+CHX), 7
(GSE+CHX) and 8 (GE+CHX), with no statistically
significant difference between them (p<0.05). Furthermore,
samples of groups 4 (GSE+DW) and 7 (GSE+CHX) have
shown the highest medians of colour change of the dentinal
structure, statistically higher than all other groups (p<0.05).
Conclusions: the addition of 2% chlorhexidine gel
improved the antimicrobial activity of GE-based intracanal
dressing whereas its addition did not improve the
antimicrobial activity of GSE-based intracanal dressing;
moreover, these protocols induced significant colour

changes in the dentinal structure.
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ABBREVIATIONS
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- Ca(OH), — calcium hydroxide

- CHX — chlorhexidine

- GSE — grape seed extract

- GE — ginger extract

- DW — distilled water

- E.faecalis — Enterococcus faecalis
- S1 — initial sample

- S2 — final sample

- CFUs — colony forming units

INTRODUCTION
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The pathological changes affecting pulp and periapical
tissues present microbial aetiology, exerting a significant
role in the induction and progression of these conditions
(Kakehashi et al., 1966). Thus, one of the main goals of
endodontic therapy is to perform adequate cleaning of the
root canal system, with the use of chemical auxiliary
substances being necessary to promote bacterial elimination.
However, due to anatomical complexity of the root canal
system, some bacteria cannot always be reached (George et
al., 2005). Therefore, auxiliary decontamination protocols
after conventional chemomechanical preparation, such as
intracanal dressings, are necessary to reduce the bacterial
load from root canals. Moreover, the maintenance of dental
aesthetics during and after endodontic treatment is also a
factor which must be taken into consideration, as it is a
factor of great importance for patients, especially regarding
the colouration of dental structures (Qualtrough and Burke,
1994).

Calcium hydroxide (Ca[OH],) is one of the most
frequently used intracanal dressings in endodontics, due to
its ability to neutralise endotoxins, and its biocompatibility

and ability to induce mineralisation on periapical tissues
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(Leonardo et al., 2006). Furthermore, Ca(OH),based
intracanal dressings act as physical barrier, inhibiting the
flow of nutrients and bacterial recolonisation (Siqueira et al.,
1999). However, microorganisms such as Enterococcus
faecalis (E. faecalis) have demonstrated some resistance to
Ca(OH); (Sathorn et al., 2007). Since reducing the bacterial
content in an infected root canal is important for the success
of endodontic therapy (Sjogren et al., 1997), it is important
to identify new alternatives that contribute in a better way to
the decontamination process of root canal system.

Currently, the addition of chemical substances with
antimicrobial potential to intracanal dressings represents a
strategy in order to improve the decontamination of root
canals (Gomes et al., 2006). Among these substances is
chlorhexidine (CHX), due its broad antimicrobial spectrum
(Dametto et al., 2005) and substantivity (Bottcher et al.,
2015). Furthermore, there are a growing number of studies
using natural substances, since the literature has shown
antimicrobial potential for these substances, such as grape
seed extract (GSE) (Cecchin et al., 2015) and ginger extract
(GE) (Maekawa et al., 2013). However, there are no studies

in the literature relating the association of chlorhexidine to
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natural products in order to promote the better elimination of
bacteria from root canals and the consequences in the
dentinal structure regarding to colour change.

The purpose of the present study was to evaluate, in
vitro, the antimicrobial activity of intracanal dressings
composed by natural products associated with chlorhexidine
and its influence on colour changes in the dentinal structure.
The tested hypotheses were that the addition of
chlorhexidine to tested intracanal dressings composed of
natural products will result in the better decontamination of
root canals and that its use will not result in colour changes

of the dentinal structure.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics Commission of
the School of Dentistry of the University of Passo Fundo
(Passo Fundo, RS, Brazil), under protocol 735.208.

Evaluation of antimicrobial activity
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Sample obtaining and preparation

Eighty single-rooted human extracted teeth were used in
the present study. All teeth were obtained from the Biobank
of the School of Dentistry of University of Passo Fundo
(Passo Fundo, RS, Brazil). Dental crowns were sectioned
with a rotating diamond saw, so that all roots retained a
length of 15 mm.

The cervical third was prepared using the Largo drill #3
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Switzerland). The working
length established was 1 mm shorter than the apex (14 mm).
The roots were enlarged at a working length using ProTaper
system (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Switzerland),
following the sequence S1 to F3. Then, 2.5% NaOClI
(Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil) was used as an
irrigant and was renewed with each change of instrument.
After chemomechanical preparation, irrigation with 5 mL of
DW (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil), was performed
followed by irrigation with 3 mL of 17% EDTA
(Biodinamica, Ibipora, PR, Brazil) for 1 minute. After that,
the root canals were irrigated with 5 mL of DW once again

and dried with absorbent paper points.
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Culture and inoculum preparation

Each root was fixed with Putty-C Silicone for
Impression (Silon2APS — Dentsply, Petropolis, RJ, Brazil)
in a plastic micro-tube (Axygen Inc., Union City, CA, USA),
so that it remained upright with the cervical portion facing
upwards. The roots were randomly divided into eight groups
(n=10) and each group was placed in a polypropylene box
(Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, Unite States). The
roots were sterilised at 120°C in autoclave (Dabi Atlante,
Ribeirao Preto, SP, Brazil) for 30 minutes.

The reference strain was Enterococcus faecalis (E.
faecalis) (ATCC 19433). The bacteria were cultivated in
brain-heart infusion (BHI) broth for 18 to 24 h at 37°C in a
bacteriological incubator. A 100-uL aliquot of the culture of
E. faecalis was inoculated into the root canal of each of the
50 previously sterilised roots. After this procedure, the
remaining volume of the root canal was completely filled
with sterile BHI. The culture of E. faecalis was maintained

for 14 days in order to promote bacterial growth, replacing
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the BHI every 48 h. All procedures were performed under

aseptic conditions in a laminar flow hood.

Classification of treatment groups

After contamination, the 80 samples were irrigated with
5 mL of DW and randomly distributed into eight groups
(n=10) according to the tested intracanal dressing protocol.

In groups 1 (DW) and 2 (CHX), the intracanal dressing
was inserted with a 3 mL disposable syringe (Descarpack,
Sdo Paulo, SP, Brazil) and a 30 gauge needle (Navi-Tip -
Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos), until the root
canal was completely filled.

In groups 3 (CaJOH],*DW), 4 (GSE+DW) and 5
(GE+DW), the intracanal dressing was obtained from
mixing 1g of the tested substance and 1 ml of DW. After
that, the root canals of each group were completely filled
with the respective intracanal dressing with a Lentulo drill
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Switzerland) placed 3 mm
short to working length.

In groups 6 (Ca[OH],+CHX), 7 (GSE+CHX) and 8

(GE+CHX), the intracanal dressed was obtained from
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mixing 1g of tested substance and 1 ml of 2% CHX. After
that, the root canals of each group were completely filled
with the respective intracanal dressing in the same way as
that described in groups 3, 4 and 5.

Following this, sealing of the root canal was performed
with provisional restorative material (Cavitec — Caitthec
Industrial, Rio do Sul, SC, Brazil) and the intracanal
dressings remained in the root canals for 14 days, under
storage in a bacteriological oven at a temperature of 37°C

and under humidity.

Microbiological analysis

The microbiological analysis was performed in two
stages. The sample collected immediately after
contamination with E. faecalis and before intracanal
dressing protocols was called the initial sample (S1). After
14 days of storage, the sealing was removed and irrigation
with 5Sml of DW was performed in order to remove the
intracanal dressing of each group. Then, the final sample

(S2) was collected.
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The root canal of each sample was filled with sterile
saline solution in both stages. Then, a sterile K-file #30
(Dentsply-Maillefer) was inserted into the root canal,
promoting agitation of the solution and contact with the root
canal walls for 30 seconds. A sterile absorbent paper point
with the same calibre was inserted into the filled root canal
and agitated in a circumferential way with intentional
contact with the walls for 30 seconds. Then, the absorbent
paper point was transferred to a tube containing 450uL of
sterile saline solution at 0.85%. The material was
homogenised and diluted to 1x107. Aliquots of 100uL of
solution and each of the dilutions were cultivated on the
surface of blood agar in duplicate; these samples were
incubated for 18-24 h at 37°C. After the incubation period,
the number of colony-forming units (CFUs) was counted on
the plates.

The effectiveness of each intracanal dressing protocol
was analysed by calculating the percentage reduction of E.
faecalis from the initial (S1) and final (S2) counting of
colony forming units (CFUs), establishing a percentage

reduction value for each sample in the different groups.
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Evaluation of colour change

Sample obtaining and preparation

The remaining eighty dental crowns which were
separated from the roots used in the previous antimicrobial
test were used in this part of study. The buccal portions of
the crowns were used to make one sample by cutting using
cooled water in a metallographic sectioning machine
(IsoMet 1000, Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA),
producing blocks measuring approximately 5 mm long, 5
mm wide and 2 mm thick, containing enamel on the front
and dentine on the back, respectively. Following this, the
buccal portion was ground with metallographic abrasive
paper until the dentin was exposed. The blocks were
immersed in DW under ultrasonic agitation for 5 min to
remove possible residues. Absorbent paper was used to dry

the samples.

Classification of treatment groups
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The eighty dentin blocks were randomly distributed in
eight groups (n=10), according to the intracanal dressing
protocol. The immersion of dentin blocks was performed in
plastic tubes containing 2 ml of the same intracanal dressing
protocols were used in the antimicrobial test, so that the
dentin blocks remained completely covered. After
immersion, the plastic tubes were stored in a bacteriological
oven for a period of 14 days at 37°C of temperature and
humidity. After this period, the dentin blocks were removed
from the plastic tubes, washed with 5 mL of DW and dried

with absorbent paper.

Reading of dentinal colouration

The reading of dentinal coloration was performed in two
stages, before and after 14 days of the immersion of dentin
blocks in the respective intracanal dressing protocols. Each
sample was evaluated by digital spectrophotometer (Vita
Easyshade Compact — Vita Zahnfabrik, Bad Séckingen,
Germany), so that the active tip of the device was positioned
over the centre of the dentin block and, from the reading of

device, a score of 1 (lighter) to 16 (darker) was assigned for
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each sample, according to the guide of the device. The
reading was performed in two stages in order to establish a
comparison and to analyse whether the tested intracanal
dressings would promote colour changes in the dentin

structure.

Statistical analysis

Normal distribution of bacterial reduction and colour
change data was confirmed by the Kolmogorov-Smirnov
test. For the microbiological test, the statistical analysis was
performed by calculating the percentage reduction of E.
faecalis from initial and final counting of CFUs in the
different groups of intracanal dressings, using the following
formula: %=100-[(Final value/Initial value)x100]. After
calculation of percentage reduction in each sample, the one-
way ANOVA test was applied followed by Tukey’s post hoc
procedure, in order to establish the mean of percentage
reduction of E. faecalis in each group, at a significance level
of 5%. For the colour change test, the statistical analysis was
performed using the non-parametric Wilcoxon test, followed

by the Mann-Whitney-U test, in order to establish the
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median scores for colour changes in the dentin blocs, at a
significance level of 5%. Data were analysed using SPSS

version 17.0 (SPSS, Chicago, IL, United States).

RESULTS

The mean and standard deviation of E. faecalis
percentage reduction are presented in Table 1. The highest
percentage reduction of E. faecalis was observed in groups 4
(GSE+DW), 6 (Ca(OH)2+CHX), 7 (GSE+CHX) and 8
(GE+CHX), with no statistically significant difference
between them (p<0.05). Moreover, group 5 (GE+DW)
showed a higher percentage reduction of E. faecalis than
groups 1 (DW) and 3 (CaJOH],+DW), but its
decontamination potential was lower than group 2 (CHX)
(p<0.05).

The median and minimum-maximum score values of
colour change in the dentin of each group are presented in
Table 2. Intragroup analysis revealed colour changes in
groups 4 (GSE+DW), 5 (GE+DW), 7 (GSE+CHX) and 8
(GE+CHX), so that the median after 14 days of treatment

was higher than the median of the same groups before the
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respective treatments (p<0.05). Intergroup analysis revealed
that groups 4 (GSE+DW) and 7 (GSE+CHX) showed the
highest median colour change in the dentin structure, being

statistically different to all other groups (p<0.05).

DISCUSSION

The bacterial growth model of the present study was
based on previous studies that focused on antimicrobial
strategies against E. faecalis (Cecchin et al., 2015; Souza et
al., 2017). This microorganism was chosen because of its
ability to penetrate dentinal tubules (Ran et al., 2015) and
colonise the root canal system by biofilm (Tanomaru et al.,
2013). According to (Tanomaru et al., 2013), 14 days is a
sufficient period for the formation of a biofilm of E. faecalis
on dentin. For this reason, a 14-day culture period was
adopted in the present study. Moreover, counting of colony
forming units (CFUs) was used in order to calculate the
percentage reduction of E. faecalis, which was also based on
previous studies (Cecchin et al., 2015; Souza et al., 2017),
and because it allows bacterial quantification from the root

canals in an acceptable way (Peters et al., 1995). However,
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the microbiological samples were only collected from the
main canal. Therefore, it was not possible to assess the
presence of E. faecalis in the depth of dentinal tubules and
the viability of this microorganism.

The mechanism of antimicrobial activity of Ca(OH), is
known to be dependent on the dissociation and diffusion of
hydroxyl ions, causing the elevation of pH and the inhibition
of enzymatic activity as a consequence, which is essential
for bacterial survival (Leonardo et al., 2006; Leonardo et al.,
2002). Previous studies reported that 14 to 21 days are
necessary to obtain an elevated pH and effective
antimicrobial activity of Ca(OH), (Leonardo et al., 2006;
Agrafioti et al.,, 2013). For this reason, 14 days of
maintenance of the tested protocols in the root canals was
adopted in the present study, allowing an adequate
comparison between calcium hydroxide-based and natural-
based intracanal dressings, associated or not with 2% CHX.

According to the results of the present study, neither of
the intracanal dressing protocols were able to promote the
complete elimination of E. faecalis from root canals. These
findings are in accordance with previous studies where E.

faecalis was not completely eliminated from the root canals
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using different decontamination strategies (Gomes et al.,
2006; Dametto et al., 2005; Cecchin et al., 2015; Albino
Souza et al., 2017). E. faecalis is a facultative anaerobic
microorganism that is highly resistant to antimicrobial
strategies and is usually found in cases of failure of
endodontic therapy (Pinheiro et al., 2003). It has shown
several virulence factors, and an ability to persist for long
periods of time in environments with nutrients limitation and
survival starvation (Figdor et al., 2003). Moreover, this
microorganism colonises the root canals by structured
biofilm formation, causing difficulties with its removal
(Guerreiro-Tanomaru et al., 2013). These characteristics can
help to explain the E. faecalis survival in the root canals in
the present study.

The biological and physicochemical properties of
Ca(OH), enabled this substance to be used as an intracanal
dressing in endodontics (Leonardo et al., 2006). However,
previous studies have shown that E. faecalis can remain
viable within the root canals after periods of exposure to
Ca(OH), (Evans et al., 2001; Gomes et al., 2003). These
findings are in accordance with the results of the present

study, where the group 3(Ca[OH],+DW) was less effective
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against E. faecalis after 14 days within root canals. The ions
released by Ca(OH);-based intracanal dressings need to
diffuse and reach sufficient concentrations to present
effective antimicrobial action. Moreover, physical and
biological barriers such as the buffer effect promoted by
dentin, remaining tissues and fluids can decrease the
antimicrobial activity of Ca(OH), (Portenier et al., 2001).
Therefore, the neutralisation of microorganisms by Ca(OH),
when associated with a vehicle with no antimicrobial
properties can be decreased. For these reasons, the present
study proposed the wuse of natural products with
antimicrobial properties associated or not to 2% CHX in
order to increase the antimicrobial activity against E.
faecalis.

The results of the present study demonstrated that groups
where 2% CHX was used as vehicle showed higher means
of percentage reduction of E. faecalis when compared to
groups where an inert substance was used as a vehicle, so
that groups 6 (Ca[OH],+CHX) and 8 (GE+CHX) were
statistically better than groups 3 (Ca[OH],+-DW) and 4
(GE+DW). These findings confirm the first hypothesis of

the present study to some extent and are in accordance with
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previous studies where the addition of 2% CHX to intracanal
dressings resulted in a better potential of decontamination of
root canals (Gomes et al., 2006; Gomes et al., 2003). Its
mechanism of antimicrobial activity can be explained by an
interaction between positive chlorhexidine molecules and
the bacterial cellular wall which is negatively charged. Then,
CHX induces changes in cellular osmotic equilibrium,
resulting in the precipitation of cytoplasmic content and the
death of bacterial cells (Dametto et al., 2005). Furthermore,
CHX has demonstrated substantivity, ensuring a prolonged
antimicrobial activity in this environment (Bottcher et al.,
2015). Therefore, the antimicrobial properties present in
tested intracanal dressings associated with an elevated
decontamination potential and substantivity of CHX may be
an explanation for the greater elimination of E. faecalis from
these groups.

The GSE presents in its composition proanthocyanidins
and phenolic components. These components have
antimicrobial properties against gram positive and gram
negative bacteria, acting in structural components of the
bacterial cell wall (Furiga et al., 2014). It can help to explain

the results of the present study, where no statistically
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significant difference was observed between groups 4
(GSE+DW) and 7 (GSE+CHX), revealing that GSE showed
an elevated percentage reduction of E. faecalis when used as
an intracanal dressing for 14 days, even with no addition of
2% CHX. Moreover, due to the presence of
proanthocyanidins in its composition, GSE interferes
positively with the mechanical properties of dentin (Cecchin
et al., 2015), decreases water absorption and stabilises the
collagen degradation of the dentinal structure (Aguiar et al.,
2014). These properties contribute to the maintenance of
dentinal substrates to the posterior filling of root canals and
coronal restoration using resin materials. Therefore, it
prevents microbial leakage and provide satisfactory bond
strength, creating a favourable environment for tissue
regeneration in the periapical region (Sjogren et al., 1997).
Among the natural products that are used in dentistry is
GE, due its healing, anti-inflammatory and antimicrobial
activity (Park et al., 2008). According to the results of the
present study, group 5 (GE+DW) showed a better ability to
reduce E. faecalis after 14 days of maintenance in the root
canals when compared to group 3 (Ca[OH],+DW); this

calcium hydroxide paste is the most commonly used
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intracanal dressing in endodontics. Furthermore, the
association of GE and CHX (group 8) resulted in the highest
mean percentage reduction of E. faecalis (99.27%). These
findings are in accordance with a previous study, where the
use of GE as an intracanal dressing for 14 days resulted in
the effective reduction of E. faecalis from root canals
(Maekawa et al., 2013). However, the real mechanism of
antimicrobial activity of GE is not yet well elucidated. It is
known that gingerol is the main active substance of GE and
is responsible for the beneficial properties of this product
(Park et al., 2008), such as antibacterial activity against
endodontic pathogens (Maekawa et al., 2013; Ruff et al.,
2006), as well as the inhibition of E2 prostaglandins and 1a
interleukins, influencing the specific mediated immune
response and being used in autoimmune diseases and
chronic inflammation (Lantz et al., 2007).

Several methods are advocated to evaluate the colour
change of dental structures, varying between visual (Souza
et al., 2013) and digital resources (Meireles et., 2010). The
digital spectrophotometry was used in the present study due
to the fact that it is a more precise method in the

measurement of dentin coloration (Meireles et., 2010).
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According to the results of the present study, the groups
where GSE and GE were used showed colour changes in the
dentin after 14 days of contact, so that the colour change was
more significant in the groups where samples were
immersed in GSE-based intracanal dressings, being in
disagreement with the second hypothesis of the present
study. It can be explained by the darkened coloration of this
substance due to the presence of tannins in its composition
(Thimothe et al.,, 2007), and because of the pasty
consistency, which facilitates its adherence to the dentin
structure. Moreover, after 14 days of immersion in the tested
intracanal dressing protocols, the final washing of samples
was only performed with DW. If an immersion or irrigation
with chelating agents with the ability to promote smear layer
removal had been performed, the results could be different
and the colour change might not have been as significant as
those shown by the results of the present study.

Besides the aesthetic damage, the dentine colour change
promoted by GSE and GE-based intracanal dressings may
have implications in the dentin structure, promoting the
formation of a chemical smear layer and obliteration of the

dentinal tubules. Then, a reduction of dentinal permeability
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(Perez-Heredia et al., 2008) and bond strength of filling
material to the root dentin (Stojicic et al., 2012) may occur,
making it difficult to perform an adequate filling and
compromising the success of endodontic treatment.
Therefore, the use of auxiliary chemical substances with a
recognised ability for smear layer removal is required, such
as 17% EDTA (Perez-Heredia et al., 2008) and QMix
(Stojicic et al., 2012). The advantage of QMix is that it
contains CHX and surfactant agents in its composition. The
first has antimicrobial activity (Cecchin et al., 2015) and the
second decreases the superficial tension (Stojicic et al.,
2012), increasing the wettability of this substance and
providing a greater ability for smear layer removal. Further
studies using smear layer removal protocols are needed to
evaluate whether the colour change promoted by GSE and
GE-based intracanal dressings would be present in the same

way as demonstrated in the present study.

CONCLUSION

144



Despite the limitations of the present study, it was
possible to conclude that the addition of 2% CHX improved
the antimicrobial activity of GE-based intracanal dressing
whereas its addition did not improve the antimicrobial
activity of GSE-based intracanal dressings; moreover, these
protocols induced significant colour changes in the dentinal

structure.
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Table 1: Mean (standard deviation) of percentage of

Enterococcus faecalis reduction (%).
Table 2: Median (minimum-maximum) of score values

of color change in the dentin structure for all evaluation

periods and treatment groups.
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dentinal structure. Purpose: The aim of the present study was
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Methods: the root canals of 80 human extracted teeth were
inoculated with Enterococcus faecalis and divided into eight
groups (n=10) according to the intracanal dressing protocol:
Gl - distilled water (DW); G2 - 2% chlorhexidine gel
(CHX); G3 - calcium hydroxide (Ca[OH]2)+DW; G4 -
grape seed extract (GSE)*DW; G5 - ginger extract
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GE+CHX. The intracanal dressings remained in the root
canals for 14 days. Microbiological tests (CFU-counting)
were performed to evaluate the effectiveness of the proposed
treatments. Data were subjected to one-way ANOVA
followed by the post-hoc Tukey test (a=0.05). Eighty dentin
blocks were made from the remaining crowns and submitted
to the reading of dentinal coloration using a digital
spectrophotometer after immersion in the previously
described intracanal dressing protocols. Data were subjected
to non-parametric Wilcoxon test, followed by Mann-
Whitney-U test (0=0.05). Results: the highest ability to
promote bacterial reduction was observed in groups 4
(GSE+DW), 6 (Ca(OH)2+CHX), 7 (GSE+CHX) and 8
(GE+CHX), with no statistically significant difference
between them (p<0.05). Furthermore, samples of groups 4
(GSE+DW) and 7 (GSE+CHX) have shown the highest
medians of colour change of the dentinal structure,
statistically higher than all other groups (p<0.05).
Conclusions: the addition of 2% chlorhexidine gel improved
the antimicrobial activity of GE-based intracanal dressing
whereas its addition did not improve the antimicrobial
activity of GSE-based intracanal dressing; moreover, these
protocols induced significant colour changes in the dentinal
structure.

155



