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Uncaria tomentosa NA DESINFECCAO DE CANAIS RADICULARES
CONTAMINADOS POR PATOGENOS ENDODONTICOS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de testes in vitro, o potencial
antimicrobiano de quatro substancias auxiliares sobre microrganismos comumente
isolados nos casos de insucesso do tratamento endodontico, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Candida albicans; Foram testados: gel de digluconato
clorexidina a 2% (CHX), gel de Uncaria tomentosa a 2% (UG), gel de CHX e UG a
2% em partes iguais (1:1) (CHX+UG) e Natrosol (NAT). Primeiramente foi utilizado o
método de difusdo em agar. Os valores coletados pela mensuracdo dos halos de
inibicdo foram analisados estatisticamente com ANOVA de um critério e o teste de
Tukey (p<0,05). A substancia auxiliar que mostrou-se mais efetiva sobre E. faecalis
e C. albicans foi CHX+UG , seguida da CHX e UG. Frente a S. aureus, CHX+UG
apresentou um efeito semelhante ao mostrado pela CHX e UG. O Grupo NAT néo
mostrou capacidade de inibicdo sobre nenhum dos microrganismos. A segunda
parte do estudo visou avaliar a capacidade antimicrobiana das sustancias auxiliares
em dentina contaminada. Foi utilizado um total de 120 pré-molares inferiores
distribuidos em 4 grupos para cada microrganismo (n=10). Foram feitas coletas
microbioldgicas antes do preparo quimico-mecanico (PQM) (S1), apés PQM (S2), e
apos 7 dias com medicacao intracanal (MIC) (S3). A contagem das unidades
formadoras de colonia (UFC/mL) foi analisada estatisticamente pelo teste de
Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney (p<0,05). Em (S2), todos 0s grupos
apresentaram uma reducédo significativa de UFC/mL em comparacdo com S1. Nos
grupos CHX, UG e CHX+UG né&o houve a presenca de UFC/mL; para S3, os
espécimes contaminados com E. faecalis dos grupos CHX e NAT apresentaram
carga microbiana significativamente maior a apresentada em S2; porém 0 grupo
CHX+UG manteve o valor obtido em S2, valor que foi semelhante ao obtido pelo
grupo UG. Os espécimes contaminados com S. aureus e C. albicans dos grupos
CHX, UG e CHX+UG mantiveram os valores negativos de S2, assim nao
apresentaram UFC/mL. Concluiu-se que a associagdo CHX+UG apresenta
capacidade de inibicdo do crescimento microbiano sobre E. faecalis e C. albicans
superior ao mostrado por CHX e UG. Frente a S. aureus, CHX e UG apresentaram
efeito semelhante. Concluiu-se também que CHX, UG e CHX+UG foram eficazes na
desinfeccdo do canal apés PQM, porém apos 7 dias sO 0s grupos que receberam
CHX+UG e UG como MIC, mantiveram os canais livres de UFC de E. faecalis.
Assim, UG s6 ou em associacdo com CHX, se mostrou eficaz na desinfeccdo de
canais radiculares.

Palavras-chave: Sustancia auxiliar. Medicacao intracanal. Uncaria tomentosa.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Uncaria tomentosa AGAINST ENDODONTIC
PATHOGENS IN INFECTED ROOT CANALS

ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to evaluate antimicrobial activity of four auxiliary
substances against Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and Candida
albicans, commonly isolated microorganisms in endodontic failure cases, on which
was tested: 2% chlorhexidine gel (CHX), 2% Uncaria tomentosa gel (UG), 2% CHX
gel and UG in equal parts (1:1) (CHX + UG) and Natrosol (NAT). Firstly, the agar
diffusion method was used; the inhibition halos were measured and significance was
determined using ANOVA and Tukey's test (p <0.05). The more effective auxiliary
substance against E. faecalis and C. albicans was CHX + UG, followed by CHX and
UG. Against S. aureus, CHX+UG had a similar effect to that shown by CHX and
UG.The NAT group had not effect against any microorganism. Secondly was
evaluating antimicrobial activity of auxiliary substances in infected dentin. It was used
a total of 120 pre-molars, which were divided for each organism into 4 groups (n =
10). Microbiological samples were collected before the chemomechanical preparation
(PQM) (S1), after PQM (S2) and after 7 days of intracanal medication (MIC) for each
group (S3). The count of colony forming units (CFU/mL) was statistically analyzed by
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney test (p <0.05). In S2, all groups showed a
significant reduction of CFU/mL compared with S1 In groups CHX, CHX+UG and UG
there was no CFU/mL. In S3, specimens contaminated with E. faecalis of the CHX
and NAT groups had significantly higher microbial load compared with S2, but
CHX+UG group kept the value obtained in S2, similar to that obtained by UG group.
Specimens contaminated with S. aureus and C. albicans of the CHX, CHX+UG and
UG groups remained the negative values of S2. With results obtained it was
concluded, that the association CHX+UG has the ability to inhibit microbial growth of
E. faecalis and C. albicans higher than shown by CHX and UG. Against S. aureus,
CHX and UG had a similar effect. It was also found that CHX, CHX+UG and UG
were effective in disinfecting the canal after PQM, but only after 7 days the groups
that received CHX+UG and UG as MIC, remained root canals free of CFU of E.
faecalis. Thus, UG alone or in combination with CHX, was effective in disinfecting
root canals.

Keywords: Auxiliary substance. Intracanal medicament. Uncaria tomentosa.
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1 INTRODUCAO

A importancia das bactérias no desenvolvimento e na perpetuacao
das doencas pulpares e perirradiculares foi confirmada através do estudo classico
de Kakehashi et al.* (1965).

A remocao de tecido necraotico, a eliminacdo das bactérias presentes
no canal e dentina radicular, assim como a prevenc¢do da re-contaminacdo apos o
tratamento sdo o0s objetivos da terapia endoddntica. Estes objetivos sao atingidos
através do preparo gquimico-mecéanico (PQM) do sistema de canais radiculares, do
selamento e obturacdo, e da colocacdo de uma restauracéo definitiva (Schilder?
1974).

A etiologia associada ao insucesso endodbntico pode ser
multifatorial. Embora os casos de fracasso do tratamento endodéntico possam estar
associados a fatores ndo microbianos, enddégenos ou exdgenos, tais como auséncia
ou inadequada restauracao coronal; técnica e condicBes operatdrias; assim como as
condicBes inerentes de cada paciente; sdo 0s microrganismos e seus produtos os
principais responsaveis pelo insucesso no tratamento (Sjogren et al.® 1997,
Molander et al.* 1998).

Infelizmente, devido a sua complexa anatomia, restos organicos,
inorganicos e microrganismos ndo podem ser completamente removidos do sistema
de canais radiculares, mostrando-se com frequéncia resistentes aos tratamentos e
protocolos clinicos empregados (Bystrdm, Sundqvist® 1981, Bystrom et al.® 1985,
Peters’ 2004). Os géneros microbianos mais persistentes incluem Enterococcus
spp., Staphylococcus spp. (Gomes et al.2 1996) e a espécie Candida albicans (Sena
et al.? 2006).

E importante a utilizacdo de substancias antimicrobianas auxiliares
com o intuito de se promover uma significativa reducdo dos depdsitos bacterianos
nos canais radiculares, além de auxiliar na lubrificacdo do canal radicular durante a
acdo de corte dos instrumentos, na remo¢cao de smear layer, na desinfeccéo,
dissolugcdo do exsudado, dissolucdo do tecido pulpar necrosado e pré-dentina
(Bystrém, Sundqvist™® 1983).
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Uma grande variedade de irrigantes e medicagfes intracanais tem
sido utilizada para atingir os objetivos da terapia endodéntica (Bystrom, Sundqvist®
1981, Drstavik, Haapasalo' 1990, Peters, Wesselink!? 2002). A substancia auxiliar
mais utilizada na endodontia, como medicacéo intracanal desde o ano 1920, e ainda
em vigéncia é o hidréxido de célcio [Ca(OH),], porém, este ndo tem se mostrado
capaz de manter os canais livres de microrganismos (Haapasalo, @rstavik*® 1987,
Gomes et al.** 2006).

O digluconato de clorexidina (CHX) € um agente antimicrobiano de
amplo espetro que tem mostrado maior efetividade nos tratamentos endododnticos
em comparacdo com o Ca(OH), (Jeansonne, White®® 1994, White et al.*® 1997,
Ferguson et al.'” 2002, Mohammadi, Abbott'® 2009). A efetividade antimicrobiana da
CHX 2% (solucéo ou gel) tem sido amplamente estudada e comparada ao irrigante
por exceléncia na endodontia, o hipoclorito de sédio (NaOCI), ambos apresentando
atividade antimicrobiana muito similar sobre microrganismos isolados dos sistemas
de canais radiculares (Vianna et al.*® 2004). Além de ser efetiva sobre algumas
espécies e cepas de microrganismos resistentes ao NaOCI (Vianna et al.'® 2004,
Wang et al.?’ 2007), sdo muitas as vantagens clinicas do uso da CHX sobre o
NaOCI como desinfetante de canais radiculares, como por exemplo sua baixa
toxicidade (Yesilsoy** 1995, Tanomaru Filho et al.?? 2002), substantividade (White et
al.'® 1997, Komorowski et al.?® 2000, Rosenthal et al.** 2004), e odor e gosto mais
toleraveis (Wang et al.?® 2007). Porém, a CHX n&o possui todos os quesitos de uma
substancia auxiliar ideal. A CHX tem se mostrado incapaz de dissolver tecidos
pulpares remanescentes, e por este motivo, protocolos propondo sua associacao
com NaOCI estdo sendo descritos na literatura. Recentemente foi relatado que a
interacdo da CHX com o NaOCI pode formar um precipitado cancerigeno, conhecido
como para-cloroanilina (PCA), em quantidades diretamente relacionadas a

concentracéo do NaOCI (Basrani et al.?® 2007).

Na procura pela substancia auxiliar ideal, tem sido observado um
aumento no numero de pesquisas usando substancias naturais, e sua possivel
aplicacdo nos canais radiculares (Murray et al.?® 2008). Assim, a fitoterapia tem se
mostrado uma alternativa potencial para se atingir, de forma segura, o objetivo de

limpeza e desinfeccéo do sistema de canais radiculares.
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A mais promissora das plantas conhecidas da Amazo6nia peruana na
area da saude € a Uncaria tomentosa Willd D.C., conhecida como “unha de gato”
(UG). A UG possui propriedades terapéuticas que incluem potencial antiinflamatério,
antiviral, antibacteriano, antioxidante, e imunomodelador (Heitzman et al.?” 2005).
Pesquisas tém mostrado as propriedades quimicas e farmacolégicas da UG,
permitindo aos pesquisadores e clinicos indicarem sua adequada utilizagdo
(Obregén Vilches? 1996, Santa Maria et al.*® 1997).

ApOs criterioso levantamento bibliografico, ndo foram encontrados
estudos visando avaliar o potencial antimicrobiano da UG em procedimentos
endodonticos. Assim, com base nos relatos acima, o objetivo do estudo foi avaliar
por meio de testes in vitro, o potencial antimicrobiano da UG sobre microrganismos

comumente isolados em casos de insucesso do tratamento endodoéntico.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O PAPEL DOS MICRORGANISMOS NAS INFECCOES ENDODONTICAS

Os agentes microbianos sao essenciais para a propagacédo e
perpetuacdo de doencas inflamatérias periapicais (Kakehashi et al.' 1965, Méller®™
1966, Sundquist®* 1976, Méller et al.>* 1981).

Miller®® (1894) foi o primeiro em descrever a presenca de bactérias
no canal radicular. Ap6s examinar esfregacos obtidos de canais radiculares com
camara pulpar aberta e polpas necréticas, observou os trés tipos morfol6gicos
basicos de células bacterianas, cocos, bacilos e espirilos. Da variedade de formas
bacterianas observadas, algumas se localizavam na camara pulpar, associadas a
patologias pulpares, e outras no interior do canal radicular, associadas a patologias
perirradiculares.

Ap6s os achados de Miller®® (1894), Kakehashi et al.! (1965)
expuseram a polpa dental de molares de ratos “germ-free” e convencionais a
cavidade bucal, observando a resposta do tecido por meios histolégicos. Foi
observada a presenca de necrose pulpar e lesdo perirradicular apenas nos ratos
convencionais, mostrando assim a importancia das bactérias no desenvolvimento
das doencas pulpares e perirradiculares.

Sundgqvist®* (1976) avaliou as condi¢ces bacterioldgicas de 32 canais
radiculares de dentes higidos unirradiculares com polpas necrosadas como
consequéncia de trauma dentério. Radiograficamente foi detectada les@o periapical
em 19 dos 32 dentes avaliados. Destes 19 dentes com lesdo periapical, 18
apresentavam canais infectados, sendo que 94,3% das cepas isoladas eram de
bactérias anaerdbias estritas, assim foi confirmada a importancia da infeccao
bacteriana nas patologias pulpares e perirradiculares e descartada a idéia de que a
polpa necrosada sem infecgéo poderia ser um irritante para os tecidos periapicais.

Moller et al.®?

em 1981 induziram necrose pulpar em nove macacos
(Macaca fascicularis), de forma asséptica. Dos 78 dentes escolhidos para o estudo,
a camara pulpar de 26 foi selada, ficando livre de bactérias, enquanto as 52
restantes foram expostas a microbiota bucal por 7 dias, seguido do selamento. Foi
feito o acompanhamento clinico, radiografico e microbioldgico depois de 6-7 meses.

Os resultados mostraram que as polpas necroticas nao infectadas nao induziram
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reacdo inflamatoria periapical alguma, enquanto que 23,1% dos dentes com polpas
infectadas apresentaram reacdo inflamatdria perceptivel clinicamente e 90,4%
radiograficamente.

Lin et al.** (2006) induziram necrose pulpar em 48 dentes de 4 caes
de raca beagle, dividindo-os em dois grupos. Grupo A (24 dentes), caracterizado por
necrose asséptica com camara pulpar selada. Grupo B (24 dentes), com camara
pulpar exposta a microbiota bucal por 7 dias, seguido do selamento coronal. Os
animais foram sacrificados ap6s 1 ano do tratamento para analise histolégica dos
tecidos perirradiculares. Os autores concluiram que os dentes nédo infectados ndo
tém uma liberacdo constante de mediadores quimicos da inflamacdo por isso néo
desenvolveram nenhuma reacédo inflamatoéria periapical. Por outro lado, os dentes
que foram expostos a microbiota bucal desenvolveram diversos graus de

inflamacé&o.
2.2 MICROBIOTA DO INSUCESSO ENDODONTICO

A etiologia associada ao insucesso endodontico pode ser
multifatorial. Embora os casos de fracasso do tratamento endoddntico possam estar
associados a fatores ndo microbianos, enddégenos ou exdgenos, tais como auséncia
ou inadequada restauracao coronal; técnica e condicfes operatdrias; assim como as
condi¢cbes inerentes de cada paciente; sGo 0s microrganismos e seus produtos 0s
principais responsaveis pelo insucesso no tratamento. O objetivo do tratamento
endodéntico € a eliminacdo da infeccéo, através do PQM e obturacdo dos canais
radiculares, propiciando um ambiente favoravel a manutencdo da saude periapical
ou o reparo de lesdes periapicais pré-existentes. Assim, nos casos de insucesso
endodéntico, procedimentos inadequados e insatisfatérios nas diferentes etapas do
tratamento ndo permitem atingir estes objetivos, propiciando o desenvolvimento de
infeccao, reinfeccéo ou persisténcia de infeccéo nos tecidos periapicais (Nair et al.*®
1999).

As infec¢cbes endodbnticas primarias sdo polimicrobianas,
dominadas principalmente pelos anaerébios estritos. O numero de bactérias
presentes nos canais infectados € restrito em comparacdo a microbiota total da
cavidade bucal. Os microrganismos mais comumente isolados incluem anaerobios
Gram-negativos, cocos Gram-positivos, anaerébios facultativos, Lactobacillus spp. e

Streptococcus spp. (Sundquist®® 1994). Os anaerdbios estritos s&do geralmente
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eliminados durante o preparo quimico-mecéanico (PQM). Porém, os microrganismos
facultativos como Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. uma vez estabelecidos, se
apresentam mais resistentes ao PQM e a medicacéo intracanal (MIC) (Chavez de
Paz et al.*” 2003). Embora enterococos sejam raramente encontrados em casos de
infeccdo primaria, eles sdo os microrganismos mais comumente isolados de casos
de insucesso endodontico.

A microbiota de dentes com fracasso do tratamento endododntico
difere de modo marcante daquela encontrada em canais radiculares de dentes com
polpas necrosadas e ndo tratados endodénticamente (Sundqvist et al.®® 1989,
Gomes et al.? 1996).

As bactérias anaeroObias facultativas, geralmente se apresentam
mais resistentes a atividade antimicrobiana das sustancias auxiliares do que os
anaerobios estritos, podendo persistir em canais radiculares ap6s o tratamento
endodontico. Os microrganismos anaerobios facultativos podem permanecer em
fase latente, com uma baixa taxa metabdlica, e assim na presenca de mudancas
ambientais, como uma infiltracdo coronéaria, pode-se gerar a ativacdo destes
microrganismos e a conseqtiente proliferacdo dos mesmos (Molander et al.* 1998).

Num estudo de 654 canais radiculares de dentes com polpas vitais,
polpas necrgticas e com tratamento endodéntico prévio associado a lesbes
periapicas, Moller’® (1966) encontrou que a microbiota de dentes com fracasso
endodoéntico era composta por um ndamero menor de microrganismos quando
comparada a dos dentes com polpas necréticas. Dos 264 dentes estudados com
tratamento endodontico prévio, 120 (45,5%) apresentaram culturas positivas para
microrganismos. Os autores relataram que existia equilibrio entre as bactérias
anaerobias facultativas e estritas, com um predominio de 80% de bactérias Gram-
positivas. Espécies dos géneros Streptococcus, Enterococcus, Peptostreptococcus,
Lactobacillus e Eubacterium foram isoladas frequentemente; Prevotella e
Fusobacterium foram menos frequentes. E. faecalis foi isolado em 29% dos casos
gue apresentavam culturas positivas.

Em 1997, Sjogren et al.® avaliaram 55 dentes com periodontite apical
tratados em sessao Unica. Utilizando técnicas de anaerobiose, fizeram coletas apos
PQM obtendo uma baixa taxa de cultura bacteriana em 40% dos dentes. Foi feito o
acompanhamento clinico e radiografico por 5 anos e 0s resultados mostraram

completa cicatrizacdo da lesdo periapical em 94% dos casos que apresentaram
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cultura negativa apdés o PQM. Nos casos onde a cultura bacteriana foi positiva ap6s
PQM, o indice de sucesso foi de apenas 68%. Os autores ressaltam a importancia
de se ter canais livres de bactérias antes da obturacao.

13 em 1998 avaliaram 54 dentes tratados

Sundqvist et a
endoddnticamente que apresentavam lesdo periapical persistente. Apds a remocgao
da obturacdo foram coletadas amostras microbioldégicas do canal, os dentes
receberam retratamento endoddntico e foi feito o acompanhamento por 5 anos. Os
resultados mostraram a prevaléncia de infeccbes monobacterianas, predominando
microrganismos Gram-positivos. A espécie mais comumente encontrada foi E.
faecalis. Os autores concluiram que a microbiota dos canais radiculares associados
a insucesso endodontico € muito diferente da apresentada em infeccdes primarias.

Molander et al.* (1998) avaliaram 100 dentes tratados
endod6nticamente que apresentavam imagem radioltcida periapical (Grupo P) e 20
dentes tratados endodonticamente sem sinais de patologia periapical (Grupo T). No
grupo P, as espécies bacterianas mais predominantes foram anaerdbias facultativas
(69% das espécies isoladas), principalmente Enterococcus. Com base em seus
achados, os autores concluiram que a microbiota de canais obturados difere da
apresentada por canais com polpa necrética ndo tratados, tanto quantitativa quanto
qualitativamente.

Peciuliene et al.*°

, em 2000 avaliaram 25 dentes sem sintomatologia
clinica que apresentavam lesdo periapical persistente. Foi feito o retratamento
utiizando NaOCI e EDTA durante o PQM. Foram feitas coletas para andlise
microbiolégica antes e depois do PQM. Os resultados mostraram que 20 dos 25
dentes (80%) apresentavam cultura positiva, sendo que em 70% delas E. faecalis foi
isolado como cultura pura. As coletas feitas ap6s o PQM foram positivas em 7 dos
20 dentes (35%) e em 71,5% (5) destas E. faecalis também estava presente como
cultura pura. Concluiu-se que sao as condi¢des proprias dos dentes que determinam

a presenca de E. faecalis. Os mesmos autores, em 2001 (Peciuliene et al.**

), apos
avaliar 40 dentes sem sintomatologia clinica que apresentavam periodontite apical
cronica encontraram culturas positivas de microrganismos em 82,5% dos dentes,
nos quais E. faecalis foi isolado no 63,7% dos casos, sendo mais da metade (52%)
como cultura pura. Apés o PQM, 25% dos dentes tiveram culturas positivas, sendo
60% delas apenas para E. faecalis. Os autores relatam a alta incidéncia de E.

faecalis nos casos de insucesso endodoéntico.
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Pelo método de cultura microbiolégica, Adib et al.** (2004)
identificaram a microbiota de dentes tratados endodonticamente com lesao
periapical persistente. Concluiram que o grupo bacteriano predominante foi dos
anaerobios facultativos Gram-positivos, principalmente Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Enterococcus spp.

Utilizando a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para
identificacdo de espécies de microrganismos em casos de insucesso endodontico,
Siqueira e Rocds* (2004) coletaram amostras de 22 dentes com lesdo periapical
persistente. Todas as amostras foram positivas pelo menos para um dos
microrganismos alvos do estudo, sendo E. faecalis o de maior prevaléncia (77%). C.

albicans foi encontrada em 9% dos casos.
2.3 SUBSTANCIAS AUXILIARES NO TRATAMENTO ENDODONTICO

A acgdo mecanica dos instrumentos endodénticos é incapaz de
promover a completa desinfeccdo de algumas areas de complexa anatomia dentro
dos canais. Dai a importancia na utilizacdo de substancias auxiliares com
capacidade antimicrobiana para promover uma significativa reducdo da carga
bacteriana nos canais radiculares; além de auxiliar na lubrificacdo do canal,
prevenindo a fratura dos instrumentos durante a acao de corte; promover a remogao
de smear layer; a dissolucdo do exsudado, do tecido pulpar necrosado e da preé-
dentina (Spangberg et al.** 1973, Bystrom, Sundqvist*® 1983).

A acdo mecanica dos instrumentos endodonticos associada ao fluxo
continuo de uma substancia irrigadora promove uma significativa reducao bacteriana
(Bystrom, Sundquist'™® 1983), inclusive se a sustancia utilizada nao tiver capacidade
antimicrobiana, porém esta situacdo facilitaria a recontaminacdo do canal pela
presenca de microrganismos no interior dos tGbulos dentinarios (Berber et al.*
2006).

Dametto et al.*®

(2005) avaliaram, in vitro, o efeito antibacteriano da
CHX em gel 2% sobre E. faecalis, comparado a da CHX em solugéo 2% e ao NaOCI
5,25%. Foram utilizadas 80 raizes de dentes humanos que receberam
instrumentacdo para padronizacdo do canal, autoclavacdo e contaminacao por 7
dias com E. faecalis. As raizes foram divididas em 5 grupos de acordo com a
substancia auxiliar a ser utilizada durante o PQM. Foram realizadas trés coletas

microbioldgicas, inicial (antes do PQM); pdés-tratamento (imediatamente depois do
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PQM); e final (7 dias ap6és o PQM). A CHX em gel e solu¢cdo reduziram
consideravelmente as unidades formadoras de colénias (UFC) de E. faecalis nas
coletas pos-tratamento e final. O NaOCI também reduziu as UFC na coleta pos-
tratamento, mas nao foi eficaz para manter o canal livre de E. faecalis na coleta final.
Os autores concluiram que a CHX a 2% (gel ou solugédo) foi mais efetiva que o
NaOCI 5,25 na reducao de E. faecalis apos 7 dias do PQM.

Em 2005, Zerella et al.*’ avaliaram, in vivo, a atividade antibacteriana
de uma pasta de Ca(OH), com CHX em solucdo a 2% (grupo experimental) versus
pasta de Ca(OH), com solugéo salina (grupo controle) na desinfec¢cdo de canais que
apresentaram insucesso endododntico. Foram incluidos no estudo 40 dentes
unirradiculares tratados endodbénticamente associados a lesédo perirradicular. Os
dentes receberam retratamento endodoéntico e MIC em trés sessfes programadas
em intervalos de 7-10 dias. Foi determinada por meio de cultura microbiolégica a
presenca de Enterococcus spp. Os resultados mostraram que do total de canais, 12
deram positivo para Enterococcus spp. antes de receber a MIC. A MIC controle
desinfetou 12 dos 20 canais, enquanto a MIC experimental foi efetiva na desinfeccao
de 16 canais, sendo que a diferengca entre as MIC nédo foi estatisticamente
significante. Concluiu-se que a pasta de Ca(OH), com CHX 2% em solucgéo foi tdo
eficaz quanto a pasta de Ca(OH), com solucéo salina na desinfeccdo de canais
radiculares.

Ercan et al.*®
Ca(OH), com CHX 2%, CHX gel a 2%, e Ca(OH), com agua estéril sobre E. faecalis

e C. albicans. Foram utilizados 80 dentes humanos inferiores unirradiculares que

(2006) avaliaram in vitro o efeito antibacteriano do

receberam PQM para padronizagdo do canal, autoclavagcédo e contaminagédo por 5
dias com o0s microrganismos a serem testados. Em seguida, as raizes foram
divididas em quatro grupos de acordo com a MIC recebida. Grupo 1. Ca(OH), +
agua; Grupo 2: Ca(OH), + CHX a 2%; Grupo 3: gel de CHX a 2%; Grupo 4: solucao
salina (controle negativo). Foram realizadas coletas microbiolégicas depois de 7, 15
e 30 dias. Os resultados mostraram o grupo 3 (CHX gel a 2%) como a MIC mais
efetiva (p<0,05). Com base em seus resultados, os autores concluiram que o gel de
CHX a 2% foi efetivo na eliminagdo de E. faecalis e C. albicans dos canais

radiculares.
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Sena et al.? (2006) avaliaram in vitro a capacidade antimicrobiana do
NaOCl a 2,5% e 5,25% e da CHX gel e solucdo a 2% como irrigantes endodonticos,
sobre biofiime experimental de E. faecalis, S .aureus, C. albicans, Prevotella
intermedia,  Porphyromonas  gingivalis, Porphyromonas endodontalis e
Fusobacterium nucleatum formados sobre filtros de membrana. Os biofilmes foram
imersos nas substancias irrigantes por 30 s e por 5, 10, 15, 30 e 60 min, com e sem
agitacdo mecanica. Apos cada periodo experimental os filtros de membrana foram
transferidos para tubos contendo 2mL de caldo nutriente adicionado de
neutralizadores especificos de cada substancia irrigadora usada, para evitar
qualquer efeito residual. Ap6s homogeneizacéo e diluicdo seriada, amostras foram
semeadas para determinacdo do numero de UFC de cada microrganismo
recuperado dos filtros. Os resultados mostraram que a agitagdo mecanica aumenta
a acdo das substancias irrigadoras, sendo necessario um tempo menor para a
eliminacdo do mesmo microrganismo, com excecdo de S. aureus quando foi
utilizado NaOCI a 2,5%. Os autores concluiram que a agitacdo mecanica melhora as
propriedades antimicrobianas das substancias testadas no modelo experimental de
biofilme.

Berber et al.** (2006) avaliaram in vitro a eficacia do NaOC| em
diferentes concentracdes (0,5%, 2,5% e 5,25%) como irrigante endododntico
associado a diferentes técnicas de preparo mecanico, na eliminacao de E. faecalis
do canal radicular de 180 pré-molares. Os espécimes foram divididos em 12 grupos:
1) NaOCl a 5.25% + técnica hibrida (Valdrighi et al.*® 1998); 2) NaOCl a 5.25% +
niquel-titanio (NiTi) técnica rotatéria, 4 mm aquém do apice (FOP-UNICAMP); 3)
NaOCl a 5, 25%+ NiTi técnica rotatéria (Hero 642); 4) NaOCIl a 2.5% + técnica
hibrida; 5) NaOCl a 2.5% + NiTi técnica rotatoria, 4 mm aquém do apice; 6) NaOCl a
2.5% + NiTi técnica rotatéria (Hero 642); 7) NaOCIl a 0.5% + técnica hibrida; 8)
NaOCI a 0.5% + NiTi técnica rotatoria, 4 mm aquém do apice; 9) NaOCl a 0.5% +
NiTi técnica rotatoria (Hero 642); 10) solugcdo salina esteril + técnica hibrida; 11)
solucdo salina esteril + NiTi técnica rotatoria, 4 mm aquém do &pice; 12) solucao
salina estéril + NITi técnica rotatéria (Hero 642). Foram obtidas coletas
microbiolégicas antes e depois do PQM para contagem de UFC. As raizes foram
seccionadas em trés partes e obtidas raspas dentinarias de cada tergo, que foram
semeadas para contagem de UFC. Os resultados mostraram que para todos os

tercos e para todos os grupos, o NaOCI a 5,25% foi a solucéo irrigante mais efetiva,
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seguida de NaOCI a 2,5%, mostrando que principalmente em altas concentragdes, 0
NaOCI é efetivo na desinfec¢do dos tubulos dentinarios independente da técnica de
preparo mecanico utilizada.

Tanomaru Filho et al.®°

(2006) avaliaram o efeito antimicrobiano do
PQM com diferentes solucgdes irrigadoras em 78 canais radiculares de pré-molares
de 4 cées. Apés inducdo experimental das lesGes periapicais, 0s canais radiculares
foram divididos em quatro grupos de acordo com a solucdo irrigadora utilizada
durante o PQM: NaOCI a 2,5%, CHX a 2%, soro fisiolégico. No grupo 4 (controle)
nao foi realizado PQM. A avaliacdo microbiolégica do canal radicular foi realizada
pela contagem de UFC em diferentes meios de cultura. Foram utilizados 2 cones de
papel absorvente em cada canal radicular para a realizacdo da coleta microbiolégica
previa ao PQM e 30 dias apds. Os resultados demonstraram que houve reducao dos
microrganismos nos grupos NaOCl| e CHX (p<0,05), com maior efetividade para a
solucdo de CHX. Os grupos que utilizaram solucdo fisiolégica e controle
apresentaram aumento do niumero de microrganismos. Concluiu-se que o emprego
de solucdes irrigadoras antimicrobianas durante o preparo biomecéanico promove a
reducdo da microbiota endodontica.

Gomes et al.'* (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana do
Ca(OH), associado a CHX em gel a 2%, sobre C. albicans, S. aureus, E. faecalis, P.
endodontalis, P. gingivalis e P. intermedia, e compararam com os resultados obtidos
com Ca(OH), associado a agua estéril e a CHX. Foram utilizados o método de
difusdo em agar e o teste de contato direto. A associacdo de Ca(OH), com CHX a
2% produziu halos de inibicdo de 2,84 — 6,5 mm, sendo necesséario de 30 s — 6 h
para eliminagdo do microrganismo testado. A CHX gel a 2% mostrou os maiores
halos de inibicdo (4,33 — 21,67), com contato de menos de 1 min para inibicdo de
todos os microrganismos testados. A pasta de Ca(OH), com agua estéril inibiu
apenas 0s microrganismos em contato direto, com contato de 30 s — 24 h para
eliminacdo de todos. Concluiu-se que o gel de CHX a 2% + Ca(OH), apresentou
melhor atividade antibacteriana que Ca(OH), + 4gua.

Ballal et al.°! (2007) avaliaram pelo método de difusdo em &gar, a
atividade antimicrobiana do Ca(OH),, CHX em gel a 2% e a associacado dos dois
compostos. Os halos de inibicdo foram medidos apo6s 24 e 72 h. Os resultados
mostraram a CHX como a substancia mais efetiva apdés 72 h na eliminacdo de E.

faecalis e C. albicans. Entretanto, Ca(OH), , no periodo de 24 h se mostrou mais
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efetivo sobre C. albicans. Baseados em seus resultados os autores concluem, que
nos casos de insucesso do tratamento endodéntico, a CHX a 2% é mais efetiva na
eliminacao de E. faecalis e C. albicans que o Ca(OH)s,.

Ferraz et al.?

(2007) avaliaram pelo método de difusdo em agar, a
atividade antimicrobiana da CHX gel como irrigante endoddntico, comparando-a ao
NaOCl e a CHX em solugcdo. As zonas de inibicdo de crescimento bacteriano
produzidas pela CHX gel a 0,2%; 1% e 2% foram observados frente a 5 espécies de
bactérias anaerdbias facultativas (S. aureus, E. faecalis, Streptococcus sanguis, S.
sobrinus, Actinomyces naeslundii) e 4 espécies de anaerdbios estritos, Gram-
negativos e produtores de pigmento negro (P. gingivalis, P. endodontalis, P.
intermedia e P. denticola); e comparados com os resultados obtidos com NaOCI e
CHX liguida. As maiores zonas de inibicdo foram produzidas quando as bactérias
testadas ficaram em contato com a CHX a 2% em gel (11,79 mm), apresentando
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) quando comparadas as zonas de
inibicdo de crescimento bacteriano produzidas por todas as concentracdes avaliadas
de NaOCI (0.5% ,1%, 2.5%, 4% e 5.25%) (9,54 mm). No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p>0,05) comparando-se as zonas produzidas
por concentracdes equivalentes de CHX liquida ou gel. Os resultados indicaram que
a CHX em gel tem grande potencial para ser usada como substancia quimica
auxiliar quanto as suas propriedades antimicrobianas.

Oliveira et al.>®

(2007) compararam a atividade antimicrobiana, in
vitro, da CHX gel a 2 % sobre E. faecalis, com a atividade do NaOCl em duas
concentracbes (1,5% e 5,25%). Foram preparados 80 pré-molares humanos
inferiores unirradiculares, autoclavados e infectados por 7 dias com cultura pura da
bactéria. As raizes foram separadas em 5 grupos de acordo com a solucdo a ser
utilizada como irrigante durante o PQM. Foram coletadas 3 amostras microbiolégicas
dos canais radiculares: Inicial (S1), pos tratamento (imediatamente apdés o PQM)
(S2), e final (7 dias apdés o PQM) (S3). Os resultados mostraram uma reducao
significante nas UFC dos grupos CHX gel e NaOCI a 5,25% para as coletas S2. O
namero de UFC de E. faecalis aumentou em S3, ndo mostrando diferencas
significativas com S1. Concluiu-se, com estes resultados, que a CHX gel e o NaOCI
5,25 sao efetivos na eliminacdo de E. faecalis até 7 dias apés o PQM, sendo que

com a maior concentracdo de NaOCI observou-se maior atividade antimicrobiana.
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Siqueira et al.>*

(2007) avaliaram clinicamente as propriedades
antimicrobianas do NaOCI a 2,5% comparado com a CHX 0,12%, utilizados como
irrigantes endodonticos, na reducdo de bactérias em canais radiculares associados a
lesdo periapical, pela técnica de PCR. Foram selecionados 32 dentes com infeccéo
endodoéntica priméria e periodontite apical crbnica. Foram feitas coletas
microbiolégicas no momento inicial (S1), e apdés o PQM com a substancia especifica
para cada grupo (S2). Os resultados foram positivos em S1 para todos os grupos,
enguanto que para S2 foi observada uma reducéao significativa em ambos os grupos,
sem significAncia entre eles. A grande maioria das bactérias isoladas em S2 foi
Gram-negativa. Os autores concluiram que ndo existe diferenca significativa na
reducdo bacteriana em canais com periodontite apical crénica com o uso de CHX a
0,12% ou NaOCl a 2,5%.

Vianna et al.>® (2007), em estudo clinico, determinaram a quantidade
de endotoxinas e bactérias cultivhveis em 24 canais radiculares humanos
necrosados, antes (S1), e depois do PQM (S2) utilizando CHX em gel a 2% como
substancia auxiliar, e depois de 7 dias com MIC (S3) de Ca(OH),, CHX ou Ca(OH),
+ CHX. Os resultados mostraram a presenca de endotoxinas e bactérias em 100%
de S1, porém foi observada uma reducao de 44,4% das endotoxinas apds o PQM.
33,3% dos canais ainda apresentaram bactérias apdés o PQM. Apos MIC a presenca
de endotoxinas reduziu s6 em 1,4% em comparag¢do com S2, sendo que 54,1% dos
canais apresentaram bactérias. A diferenca entre as substancias auxiliares utilizadas
como MIC né&o foi significativa. Concluiu-se que valores relativamente altos de
endotoxinas ainda sao encontrados depois do PQM, apesar da maioria das bactérias
terem sido eliminadas. N&o se observou melhora apés os 7 dias com MIC.

Manzur et al.*®

(2007) avaliaram clinicamente o efeito antibacteriano
do Ca(OH),, CHX em gel e a associacdo de ambos. Foram selecionados 33 dentes
gue apresentavam periodontite apical crénica. Foi feita a coleta inicial (S1), ap0s o
PQM (S2) e depois de MIC por 7 dias (S3). Os resultados mostraram para todos os
grupos diferenca significativa entre S1 e S2, mas néo entre S2 e S3 com relacdo ao
nuamero de UFC de microrganismos recuperados. Concluiu-se que o efeito

antibacteriano do Ca(OH),, CHX e Ca(OH), + CHX foi semelhante.
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2.4 O USO DE PRODUTOS NATURAIS NA ENDODONTIA

Nos ultimos anos um grande numero de substancias naturais tem
sido estudado com o objetivo de avaliar suas propriedades e possiveis aplicacdes na
odontologia (Little®” 2004).

Silva et al.®® (2004) avaliaram o potencial irritativo de prépolis,
Casearia sylvestris, Otosporin e soro fisiolégico (controle). Foram utilizados 28 ratos
machos da linhagem Wistar. Os animais foram anestesiados e, em seguida
receberam a injecdo do corante azul de Evans a 2%, por via intravenosa na veia
caudal. Em quatro pontos predeterminados e depilados da regido dorsal de cada
animal foi injetado 0,1 mL das substancias teste. Os animais foram sacrificados
meia, uma, trés e seis horas apoés a injecdo das substancias, e cada pedaco de pele,
contendo a lesdo, foi colocado em frascos contendo formamida, que foram
incubados a 45°C/72 h. ApOs esse periodo, as amostras foram filtradas e
submetidas a analise em espectrofotbmetro. No periodo de 3 h, foram observados
0S maiores valores de corante extraido, caracterizando o pico do processo
inflamatorio. A prépolis foi a substancia que apresentou menor potencial irritativo. Os
autores concluiram que os produtos naturais testados neste trabalho podem ser uma
alternativa para o tratamento endodoéntico.

Gentil et al.>®

(2006) avaliaram, in vitro, a capacidade antimicrobiana
de Arctium lappa, sobre Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Lactobacillus
acidophilus, S. mutans e C. albicans. Foram utilizados 27 caninos divididos em trés
grupos de acordo com a MIC a ser utilizada: Grupo 1, CaOH, + propilenoglicol;
Grupo 2, A. lappa + propilenoglicol; Grupo 3, propilenoglicol (controle). Coletas
microbioldgicas foram realizadas aos 7, 14 e 30 dias. Os resultados mostraram que
para 0 grupo 2 o crescimento bacteriano foi significante na primeira coleta, mas
ausente entre os 14 e 30 dias. Concluiu-se que A. lappa inibiu o crescimento dos
microrganismos testados.

Ferreira et al.®°

(2007) avaliaram a capacidade antimicrobiana do
extrato alcodlico de propolis comparado com a MIC de Ca(OH),, paramonoclorofenol
e formocresol pelo método de macrodiluicdo. As MIC foram sequencialmente
diluidas e testadas sobre Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum,

Actinomyces israelii, Clostridium perfringens e E. faecalis. Os resultados mostraram
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que todas as medicacgBes foram efetivas sobre as bactérias testadas sem diferenca
significativa, sendo E. faecalis a menos susceptivel.
Com o objetivo de avaliar a capacidade antibacteriana e de remocéo

1.2® testaram in vitro as

da smear layer do canal radicular, em 2008, Murray et a
propriedades do suco de Morinda citrofilia, conhecido como Noni, no canal radicular.
Foram avaliadas associacdes de M. citrofilia com NaOCl e EDTA na remoc¢ao da
smear layer formada pela instrumentacdo em 60 pré-molares humanos. Também foi
determinada a concentracgao inibitoria minima (CIM) de M. citrofilia sobre E. faecalis.
Os resultados mostraram que a 6% a M. citrofilia foi efetiva na inibicdo de E. faecalis
e que as associacfes mais efetivas na remocao da smear layer foram M. citrofilia
com EDTA e NaOCI com EDTA. Os autores concluem que o suco de M. citrofilia se
apresenta como um potencial substituto do NaOCl| na irrigacdo de canais
radiculares.

Rezende et al.®* (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de duas
pastas experimentais, contendo propolis associada a hidroxido de célcio, frente a
culturas polimicrobianas coletadas de 16 molares deciduos necrosados e com
fistulas, extraidos de criancas entre 4 e 6 anos de idade de ambos os sexos. A
técnica de difusdo em agar foi utilizada para determinar a atividade antimicrobiana
das seguintes pastas: (1) extrato etandlico de propolis a 11,0% + hidroxido de célcio
e (2) extrato de prépolis sem alcool a 11,0% + hidréxido de célcio. A associacéo de
hidroxido de célcio com propilenoglicol foi utilizada como grupo controle positivo. Os
resultados mostraram que a Pasta 1 e a Pasta 2 apresentaram zonas de inibicao
maiores contra 0s microrganismos coletados dos canais radiculares do que o
controle (p=0,021 e 0,003 respectivamente). A Pasta 2 mostrou zonas de inibigao
um pouco maiores que a Pasta 1 (p=0,053). Os autores concluem que a associac¢ao

entre propolis e hidroxido de calcio foi efetiva no controle de infec¢des dentarias.
2.5 Uncaria tomentosa Willd D.C.

A mais promissora das plantas conhecidas da Amaz6nia peruana na
area da saude € a Uncaria tomentosa Willd D.C., conhecida como “unha de gato”
(UG). Embora o género Uncaria se encontre amplamente distribuido em regibes
tropicais da Asia, Africa e America do Sul, a UG se encontra distribuida unicamente

nas Ameéricas Central e do Sul, principalmente na Amazénia do Peru. Relatos tem
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mostrado a UG como a mais importante planta medicinal dos Ashaninkas, tribo da
Amazonia peruana (Keplinger et al.®? 1999).

A UG é a espécie do género Uncaria com maior ndmero de
principios ativos identificados. Aproximadamente 50 componentes foram
identificados, dos quais 35 sdo encontrados unicamente em outras duas espécies
que ndo a UG. Destes 35 componentes, 15 s&o descritos como constituintes
originais da planta. Os componentes mais importantes da unha de gato sdo o0s
alcaléides, sendo os mais importantes o rhynchophylline e isorhynchophylline
(Heitzman et al.?” 2005).

Pesquisas tem mostrado as propriedades quimicas e farmacologicas
da UG, permitindo aos pesquisadores e clinicos indicarem sua adequada utilizacédo
(Obregén Vilches?® 1996, Santa Maria et al.?° 1997). O uso terapéutico da UG inclui
o tratamento de abscessos, alergias, artrite, asma, cancer, anticoncepcional, febre,
tlceras, hemorragias, inflamacéo, infeccdes virais, etc. (Aquino et al.®® 1991, Wurm
et al.®* 1998, Aguilar et al.®® 2002, Mur et al.®® 2002).

O uso de plantas medicinais ndo pode se basear unicamente em seu
uso tradicional por determinadas populacdes. Testes para avaliar a potencial
toxicidade dos componentes sdo parte das avaliacdes prévias necessarias para se
garantir um uso seguro dos produtos naturais (Halkes®’ 2000). Santa Maria et al.?
(1997) analisaram extratos aquosos de UG para determinar o potencial citotéxico de
seus componentes. Sob quatro diferentes testes de citotoxicidade, os autores
concluiram que a UG ndo apresentou toxicidade in vitro, nas concentracfes testadas
(10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 mg/mL).

Silva et al.?® (1998) reportaram atividade inibitéria da UG sobre 66%
de cepas de C. albicans. As diferencas nos resultados com o estudo de Ccahuana-

|.69

Vasquez et al.”” (2007), que ndo observaram inibicdo do fungo até a concentracéo

de 50 mg/mL, podem ser devido ao fato de que Silva et al.®’

(1998) utilizaram uma
concentracéo de UG de 500 mg/mL, além de ter utilizado extrato liofilizado da planta,
diferente de Ccahuana-Vasquez et al®® (2007), que utilizaram extrato
micropulverizado.

Sheng et al.”® (2001), por meio do teste *H-timidina avaliaram o
efeito de um extrato comercial de UG na inducéo de reparo de DNA em humanos.
Foi induzido dano no DNA por meio de uma dose padrao de peroxido de hidrogénio

em amostras de sangue de 12 voluntarios. Dois grupos experimentais receberam
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suplemento de 250 e 350 mg de UG respectivamente por 8 semanas consecutivas.
Os resultados mostraram menor dano ao DNA e significante reparo nas amostras
dos grupos experimentais em comparacdo com 0 grupo controle, permitindo aos
autores confirmar os resultados observados em ratos; o extrato de UG melhora a
resposta imune do organismo.

Aguilar et al.®® (2002) avaliaram as diferencas entre os extratos
aquoso e hidroalcodlico de UG na atividade antiinflamatoria. Os testes in vitro
mostraram que ambos 0s extratos apresentam capacidade inibitéria de enzimas
COX-1 e COX-2. Quando comparados entre si, o extrato hidroalcodlico foi mais
efetivo na inibicdo da COX-2 enquanto 0 extrato aquoso mostrou maior inibicdo da
COX-1. Conclui-se que o0s extratos testados de UG apresentam atividade
antiinflamatoria.

Mur et al.®®

(2002) avaliaram a eficacia clinica do uso do extrato de
UG em pacientes com artrite reumatoide ativa. Durante a primeira fase deste estudo
duplo cego (24 semanas), os pacientes que receberam UG manifestaram uma
reducdo significativa no numero de articulacbes com sintomatologia dolorosa
(53,2%) em comparacado com o grupo placebo (24,1). Durante a segunda fase do
estudo (28 semanas) ambos os grupos receberam UG, sendo que 0s pacientes que
durante a primeira fase receberam placebo manifestaram uma redugé&o significativa
da sintomatologia dolorosa depois da segunda fase.

Apesar de néo ter sido utilizada amplamente na medicina tradicional
em casos de infec¢des, alguns estudos avaliaram atividade antimicrobiana da UG.

1.9° avaliaram a atividade antimicrobiana de

Em 2007, Ccahuana-Vasquez et a
diferentes concentracbes de UG micropulverizada sobre diferentes cepas de
microrganismos isolados de cavidades bucais humanas (S. mutans, Staphylococcus
spp., C. albicans, Enterobacteriaceae e P. aeruginosa). A UG foi testada in vitro para
determinar a concentracao inibitéria minima em isolados microbianos selecionados.
Os resultados mostraram que a UG a 3% inibiu 8% de Enterobacteriaceae, 52% de
S. mutans e 96% de Staphylococcus spp. As concentracbes testadas nao
apresentaram efeito inibitério sobre P. aeruginosa e C. albicans. Concluiu-se que a
UG micropulverizada apresenta atividade antimicrobiana sobre cepas de
Enterobacteriaceae, S. mutans e Staphylococcus spp.

71
l.

Reis et a (2008) avaliaram a atividade imunomodeladora e

antiviral dos alcaldides da UG sobre o virus da dengue tipo 2 (DENV-2) utilizando
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um modelo in vitro de infeccdo. Mondcitos humanos infetados por DENV-2 foram
incubados com alcaléides da UG. Foi determinada a atividade antiviral, pela
presenca dos antigenos virais (DENV-Ag) e também foram determinados os niveis
de citocinas (TNF-a, IFN- a, IL-6 e IL-10). Os resultados mostraram uma diminui¢cao
significativa nos niveis de DENV-Ag, TNF-a e IFN- a. Os autores concluiram que 0s
alcaldides da UG sao efetivos na reducao da infeccdo de mondcitos pelo DENV-2,

possuindo um potencial terapéutico de aplicacéo clinica nos casos de dengue.



3 PROPOSICAO
3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste estudo foi analisar, in vitro, a acdo antimicrobiana

sobre Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans de Uncaria

tomentosa (unha de gato) em gel a 2%.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a acdo antimicrobiana da unha de gato sobre os

microrganismos testados por meio do método de difusdo em agar.

2. Avaliar a agao antimicrobiana da unha de gato como substancia
auxiliar no preparo quimico-mecanico de canais radiculares contaminados com 0s

microrganismos testados.

3. Avaliar a acdo antimicrobiana da unha de gato como medicacao

intracanal em canais radiculares contaminados com 0s microrganismos testados.

4. Avaliar o possivel sinergismo antimicrobiano da associacao de

unha de gato com clorexidina.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CEPAS DE MICRORGANISMOS

Todos os microrganismos utilizados neste estudo fazem parte de
cepas American Type Culture Collection (ATCC) pertencentes ao estoque do
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Odontologia da UEPG:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 95106) e
Candida albicans (ATCC 10231).

4.2 PREPARO DAS SUBSTANCIAS AUXILIARES A SEREM UTILIZADAS
4.2.1 Gel de digluconato de clorexidina a 2%

A partir da solucdo a 2% de digluconato de clorexidina (Fleming
Manipulagdes, Ponta Grossa, PR-Brasil) e utilizando Natrosol (NAT) 1% como base
gel, foi obtido o gel de digluconato clorexidina 2% (CHX / Fleming Manipulagdes,

Ponta Grossa, PR-Brasil).

4.2.2 Gel de Uncaria tomentosa a 2%
A partir do extrato liofilizado de Uncaria tomentosa Willd D.C. e a
utilizacdo de NAT 1% como base gel, foi obtido o gel de Uncaria tomentosa 2% (UG

/ Fleming Manipulacdes, Ponta Grossa, PR-Brasil).

4.2.3 Gel de digluconato de clorexidina e Uncaria tomentosa a 2%
Um gel misto foi obtido misturando-se os géis de CHX e UG a 2%

em partes iguais (1:1) (CHX+UG / Fleming Manipulagdes, Ponta Grossa, PR-Brasil).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O delineamento experimental do estudo envolveu a utilizacdo dos
trés microrganismos, sobre os quais foi testada a acdo antimicrobiana das quatro

substancias auxiliares sob trés diferentes cenarios experimentais.

4.3.1 Acdo antimicrobiana das substancias auxiliares através do método de
difusdo em agar
Foram preparadas e padronizadas em espectrofotdmetro (Micronal

B220, Santo Amaro, SP-Brasil) suspensées com 10® células/mL de cada
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microrganismo, que foram semeadas em triplicata com auxilio de um swab em
placas contendo agar Muller Hinton (Figura l1a), e incubadas a 37°C/10 min para
secagem. A seguir foram confeccionados, no agar, pocos de 4 mm de diametro e 4

mm de profundidade (Figuras 1b e 1c), que foram preenchidos com as diferentes

substancias auxiliares a serem testadas (Figura 1d).

Figura 1- Semeadura das suspensfes com 10° células/mL de cada microrganismo em placas
contendo &gar Muller Hinton (A). Confec¢do de pocos no agar de 4 mm de didmetro e 4
mm de profundidade (B,C), que foram preenchidos com as diferentes substancias
auxiliares a serem testadas (D). Fonte: O autor.
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Apos incubacédo em estufa bacteriologica por 24h a 37°C e utilizando
um paquimetro digital (Digimess, Sdo Paulo, Brasil), foram medidos os diametros
dos halos de inibicdo do crescimento microbiano (Figura 2). As mensuracdes foram
feitas colocando o paquimetro digital em trés posicOes diferentes, obtendo assim a
média de cada halo de inibicdo, para cada substancia auxiliar sobre cada um dos

microrganismos e em cada uma das placas.

44 NS 2
Figura 2- Mensuracdo dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento de E. faecalis (A), S.
aureus (B) e C. albicans (C) frente as diferentes substancias auxiliares. Fonte: O autor.

4.3.2 Agao antimicrobiana das substancias auxiliares em dentina infectada.

4.3.2.1 Obtencéo, selecdo e padronizacéo dos espécimes

Foi utilizado um total de 120 pré-molares inferiores com &pices
completos e canal radicular Unico, conferido radiograficamente (Figura 3). Os dentes
foram obtidos do Banco de Dentes Humanos da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (BDH-UEPG), sob aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (COEP-
UEPG) (parecer N° 61/2008) (Anexo A).

Com a utilizacdo de curetas periodontais (Hu-Friedy, Chicago, IL-
EUA) as superficies externas das raizes foram limpas de possiveis restos de tecido
periodontal ou ésseo que estivessem aderidos.
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A

Figura 3- Radiografia em sentido
vestibulo-lingual (A) e
mesio-distal (B) de pré-
molar inferior, confirmando
a presenca de canal
radicular dnico. Fonte: O
autor.

Utilizando uma maquina de corte (Isomet 1000, Buehler, IL, EUA) e
um disco de diamante (Diamond Wafering Blade, Series 15LC, Buehler, EUA) a 350
rom sob irrigacdo aquosa constante, as coroas foram removidas (Figura 4) e o
comprimento das raizes padronizado em 15 mm. Os canais radiculares e o forame
apical foram alargados com a utilizacdo de limas tipo K (Maillefer Instruments,
Ballaigues, Suica) até o n° 25 (Figura 5) sob irrigacdo com agua destilada. A fim de
se evitar a desidratacdo, os dentes foram mantidos em gazes estéreis umedecidas

durante toda a instrumentagao.

|
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Figura 4- Maquina de corte calibrada a 350 rpm (A); vista frontal (B) e lateral (C) do corte da por¢do
coronal do pré-molar, deixando o comprimento radicular padronizado em 15 mm. Fonte: O
autor.
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Figura 5- Os canais radiculares e o forame apical
foram alargados até a lima K n° 25. Os
dentes foram mantidos em gazes
estéreis umedecidas a fim de se evitar a
desidratacdo. Fonte: O autor.

A remocdo da smear layer formada pela instrumentacdo nas
paredes do canal durante a padronizacdo dos espécimes foi feita adaptando o
descrito por Perez et al.”* 1993 e Ferraz et al.”® 2001. As raizes foram imersas em
cuba ultra-sénica (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP-Brasil) contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17% (Fleming Manipula¢fes, Ponta Grossa, PR-
Brasil) por 10 min (Figura 4a), seguido de hipoclorito de sddio a 5.25% (Perquim
Rep. Com, Ponta Grossa, PR-Brasil) por 10 min (Figura 4b). Os espécimes entéao
receberam banho por mais 10 min com tiossulfato de sédio a 5% (Figura 4c), e
finalmente agua destilada (Asfer Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP-
Brasil) por 1 h (Figura 4d).
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Figura 6- Remocdo, em cuba ultra-sbnica, da smear layer formada
durante a padronizacdo dos espécimes. Primeiramente com
EDTA a 17% por 10 min (A), seguido de NaOCI a 5.25% por
mais 10 min (B). Os espécimes entdo receberam banho por
mais 10 min com tiossulfato de sédio a 5% (C), e finalmente
agua destilada por 1 h (D). Fonte: O autor.

4.3.2.2 Esterilizagdo dos espécimes
A esterilizagdo dos espécimes foi feita de acordo com o descrito por

Gomes et al.”

(2009). Os espécimes, em grupos de 5, foram colocados em tubos de
ensaio contendo 5 mL de solugéo salina e levados para autoclavacéo por 20 min, a
121°C. ApoOs esterilizagdo os espécimes foram colocados em tubos individuais
contendo 5 mL de caldo BHI e incubados (37°C/48 h) para comprovagao de

esterilidade.

4.3.2.3 Grupos experimentais

As 120 raizes foram divididas em 12 grupos de acordo com o
microrganismo inoculado e as substéancias auxiliares utilizadas durante o preparo
guimico-mecéanico (PQM) dos canais (Quadro 1). As substancias auxiliares utilizadas
foram CHX 2%, UG 2%, CHX+UG 2% e NAT 1% como controle negativo.
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Substéncia Microrganismo
auxiliar E. faecalis S. aureus C. albicans
CHX 10 10 10
UG 10 10 10
CHX + UG 10 10 10
NAT 10 10 10

Quadro 1- Distribuicdo dos espécimes (n) por grupo de acordo com as substancias auxiliares

testadas e o microrganismo inoculado.

CHX — gel de clorexidina 2%; UG — gel de Uncaria tomentosa 2%; NAT — Natrosol 1%.

Fonte: O autor.
4.3.2.4 Contaminacao dos espécimes

A partir de culturas de 24h dos microrganismos, E. faecalis, S. aureus

e E. coli, foram preparadas suspensdes em 5 mL de caldo BHI com concentragéo
equivalente a 0.5 da escala de McFarland (1.5 x 10® UFC/mL). Os espécimes
previamente preparados e esterilizados, foram entdo transferidos para estas
suspensdes, sendo 5 espécimes em cada tubo, perfazendo um total de 8 tubos e 40
espécimes para cada microrganismo. Os tubos contendo os espécimes foram
homogeneizados em aparelho Vortex (Quimis Q220A, Diadema, SP-Brasil) e
incubados a 37°C/7dias. A cada dois dias, e dentro da camara de fluxo laminar, 2,0
mL do caldo contaminado era substituido por 2,0 mL de caldo fresco evitando assim

a saturacdo do meio (Figura 7).

Figura 7- Dentro da cAmara de fluxo laminar, os tubos contendo 5 espécimes cada, foram abertos (A /
seta vermelha) a cada dois dias durante o periodo de contaminag&o para substituir 2mL do
caldo contaminado (B) por 2 mL de caldo fresco. Fonte: O autor.
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4.3.2.5 Coleta microbiolégica inicial

Apés a contaminacdo e sempre dentro da camara de fluxo laminar,
0s espécimes foram dispostos em uma plataforma de aco inoxidavel estéril (Procind
Mecanica e Instalacdes Industriais Ltda, Piracicaba, SP-Brasil) (Figura 8), onde cada
raiz foi irrigada com 1,0 mL de solucéo salina estéril e a seguir foram coletadas as
primeiras amostras microbioldégicas dos canais radiculares contaminados (S1).
Primeiramente foram utilizados tantos cones de papel (estéreis) quantos fossem
necessarios para absorver o liquido do canal, porém mantendo-o Umido, seguido de
mais um cone de papel # 20 (Dentsply Ind. e Com. Ltda, RJ-Brasil) que foi inserido
no comprimento total do canal, permanecendo 1 min. A seguir, estes cones foram
transferidos individualmente para tubos estéreis tipo eppendorf contendo 1,0 mL de
caldo BHI. Os tubos foram agitados em aparelho Vortex por 1 minuto e as
suspensdes obtidas foram diluidas em série 1/10, 1/100 em caldo BHI estéril. Cem
uL da diluicdo 10 foram semeados em duplicata, em &gar BHI e incubados em
estufa de CO, a 37° C/48 h. Ap6s o periodo de incubacéo, foi feita a contagem de
coldénias de microrganismos presentes nas placas, determinando-se assim o0 himero
de UFC/mL recuperado de cada microrganismo. A confirmacdo de que os
microrganismos recuperados foram 0os mesmos semeados foi realizada através da
morfologia das colbnias e coloracdo de Gram. Apds S1 foi realizado o preparo

guimico mecanico (PQM) dos espécimes, como descrito a seqguir.
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Figura 8- Plataforma de aco inoxidavel com dez furos
(A) para disposicdo dos espécimes
individualmente (B). Espécime contaminado
posicionado na plataforma (C). Cada raiz foi
irrigada com 1,0 mL de solugéo salina estéril
(D) utilizando uma agulha 24G (seta
vermelha) e a seguir foram coletadas as
primeiras amostras microbioldgicas dos
canais radiculares contaminados (E)
utilizando cones de papel estéril #20 (seta
amarela). Fonte: O autor.

4.3.2.6 Técnica de instrumentacao

Foi feito o PQM em todos os grupos utilizando-se a técnica hibrida
descrita por Valdrighi et al.** (1998). Os dois primeiros tercos (10,0 mm) do canal
foram inicialmente preparados com limas K até o #35; ap0s o que foi utilizada uma

broca Gates Glidden (GG / Malillefer Instruments, Ballaigues, Suica) #2 nesse
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comprimento, seguida de uma broca GG #3, que ficou 1,0 mm aquém do
comprimento anterior. Uma lima K #10 foi utilizada na recapitulagédo do canal entre
cada uma das limas e brocas 1,0 mm além do comprimento pré-estabelecido com o
intuito de se manter a paténcia. A instrumentacao do terco apical comegou com uma
lima K #20 e terminou na #35, estabelecendo o comprimento de trabalho 1,0 mm
aquém do forame apical (14,0 mm), mesma lima que foi utilizada para recapitular o
canal na técnica step-back, a qual terminou depois do uso de 3 limas maiores na
sequéncia do instrumento meméaria (lima #50) com recuo programado em intervalos
de 1,0 mm (Figura 9).
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Figura 9- Sequéncia de limas e brocas utilizadas no PQM dos espécimes. Fonte: O autor.

4.3.2.7 Irrigagéo dos canais radiculares
A irrigacdo durante o PQM ocorreu de acordo com cada grupo
experimental. Assim, foi utilizado 0,5 mL da substancia auxiliar especifica de cada
grupo (CHX, UG, CHX+UG ou NAT) antes de cada lima ou broca. Todos os grupos
apos cada lima ou broca foram irrigados com 1,0 mL de solucao salina estéril (SS);
apos a ultima lima (n° 50) e depois da irrigacdo com o ultimo mL de SS, todos os
espécimes receberam irrigagdo com EDTA 17% por 3 min com trocas a cada minuto,
para remocao de smear layer, seguido de 5 mL de SS (Gréfico 1).
Neste momento os espécimes que foram instrumentados com CHX e
CHX+UG como substancias auxiliares receberam irrigacdo com solucédo de Tween-

80 a 0,5% + lecitina de soja a 0,07% (Fleming Manipula¢des, Ponta Grossa, PR-
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Brasil), que é neutralizador especifico da CHX, por 1 min, a fim de se evitar sua acéo
residual nas coletas microbiologicas. Por fim, 1,0 mL de SS foi utilizado para

irrigacédo final antes de realizar a segunda coleta microbiologica do canal radicular.

4.3.2.8 Coleta microbiolégica apés PQM

Para esta coleta (S2), primeiramente foram utilizados tantos cones
de papel (estéreis) quantos fossem necessarios para absorver o liquido do canal,
porém mantendo-o umido, seguido de mais um cone de papel # 35 que foi inserido
no comprimento total do canal preparado (14,0 mm) permanecendo 1 min, cone este
que foi usado para a andlise microbiolégica, sendo processado como ja descrito

para S1.

4.3.2.9 Medicacao intracanal

Apbs S2, as raizes foram mantidas em seus respectivos grupos para
o preenchimento do canal. As substancias usadas para o preenchimento, como
medicacfes intracanal (MIC) foram as mesmas substancias auxiliares utilizadas
durante o PQM, mantendo o NAT como controle negativo.

Apbs o preenchimento total do canal, os espécimes foram fixados em
placas de 24 pocos de fundo plano (Corning Cell Culture, Corning, EUA), contendo
cera utilidade no fundo de cada poco para fixacdo dos espécimes. O orificio de
entrada do canal foi selado também com cera utilidade previamente desinfetada com
NaOCI 5,25% por 1 min, e este neutralizado com tiossulfato de sodio 0,6% por mais
1 min. Os pocgos foram preenchidos com caldo BHI até a superficie dos espécimes
(Figura 10) e a sequir foi colocada uma gaze estéril umedecida em SS, e a placa

tampada e vedada para ser levada a estufa a 37°C/7 dias.
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Gréfico 1- Protocolo de irrigacdo dos espécimes durante o PQM com
a técnica hibrida. SA- substéncia auxiliar; SS- solucédo
salina; GG- broca Gates-Glidden. Fonte: O autor.
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Figura 10- Vista superior (A) e lateral (B) do espécime fixado com cera utilidade no
fundo do poco. O orificio de entrada do canal foi selado também com cera
utilidade e os pocgos foram preenchidos com caldo BHI até a superficie dos
espécimes. Fonte: O autor.

ApoOs o periodo de incubacdo e em ambiente estéril, todos 0s grupos
receberam irrigagdo com 5 mL de solugédo salina estéril e entdo foi realizada a

terceira coleta microbiolégica (S3), seguindo os procedimentos utilizados para S2.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

4.4.1 Acéo antimicrobiana das substancias auxiliares através do método de difusdo
em agar

Os valores coletados pela mensuracéo dos halos de inibigdo foram
analisados através de estatistica descritiva, anélise de variancia com um critério de
classificacdo (ANOVA) e teste de comparacdes mdultiplas de Tukey, para verificar
diferencas significativas entre as substancias auxiliares analisadas. O nivel de
significancia aplicado foi de 5%.

4.4.2 Acéo antimicrobiana das sustancias auxiliares em dentina infectada

Antes da submissédo dos dados obtidos nas diferentes coletas (S1,
S2 e S3) a uma analise estatistica apropriada, a normalidade da distribuicdo dos
dados foi verificada pelo teste Kolmogorov-Smirnov e a igualdade de variancias pelo
teste de Barlett. O nivel de significancia aplicado foi de 5%.
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Como nao houve normalidade e nem igualdade de variancia, os
dados foram submetidos a analise estatistica ndo-paramétrica. Foi aplicado o teste
de Kruskal-Wallis para cada uma das substancias comparando-se 0s tempos e para
cada tempo, variando as substancias. A andlise foi feita para cada um dos
microrganismos. Para a comparacao par-a-par, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. O nivel de significancia aplicado foi de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 ACAO ANTIMICROBIANA DAS SUBSTANCIAS AUXILIARES ATRAVES DO
METODO DE DIFUSAO EM AGAR

Na avaliagdo da capacidade de inibicdo do crescimento microbiano
pelo método de difusdo em agar, a substancia auxiliar mais efetiva sobre E. faecalis
e C. albicans foi a associagdo CHX+UG, enquanto que frente a S. aureus o efeito
inibidor das 3 substancias foi semelhante, conforme apresentado na Tabela 1. O
controle negativo, Natrosol, n&o inibiu o crescimento de nenhum dos microrganismos

testados.

Tabela 1- Média e desvio padrdo dos halos de inibicdo do crescimento (mm)
dos microrganismos avaliados, formados pelas substancias auxiliares

testadas.
Substancia Microrganismo
auxiliar E. faecalis S. aureus C. albicans
CHX 20,45+0,2B 24,37 + 0,3 E,F 31,69+0,6 H
UG 18,85+0,1C 2542 +04E 26,51+0,21
CHX+UG 21,70+ 0,7 A 25,05+0,3F 33,47+051J
NAT 0,00 + 0,0 D 0,00 +0,0G 0,00 + 0,0 K

Para cada coluna, médias seguidas de letras iguais ndo séo significativamente
diferentes. CHX — gel de clorexidina a 2%; UG — gel de Uncaria tomentosa a
2%; NAT — Natrosol a 1%. Fonte: O autor.

5.2 ACAO ANTIMICROBIANA DAS SUBSTANCIAS AUXILIARES EM DENTINA
INFECTADA

Nas Tabelas 2, 3 y 4 fez-se a compilacdo dos dados obtidos em S1,
S2 e S3 para cada substancia auxiliar e sobre os trés microrganismos.

A carga microbiana inicial dos espécimes (S1) foi semelhante para
cada grupo experimental dentro de cada um dos microrganismos. Apés o PQM (S2),
0s microrganismos foram recuperados apenas dos canais tratados com NAT.

Apos os 7 dias com a MIC, observa-se que apenas E. faecalis foi
recuperado dos canais radiculares e que a UG foi significativamente mais eficaz que
a CHX. No controle NAT, o numero de microrganismos recuperados em S3 foi maior

gue os valores obtidos em S2 (Tabela 2).
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Tabela 2- Média e desvio padrao das UFC/mL de Enterococcus faecalis nas diferentes
coletas microbiolégicas.

Substancia Enterococcus faecalis
auxiliar S1 S2 S3
CHX 1,30 x 10° + 0,71 x 10° Aa 0+ 0,00 Fc 11,5 + 10,30 Db
UG 1,15 x 10° +0,25 x 10° Ad 0 + 0,00 Ff 2,5+ 5,40 x 10° Ee
CHX+UG 1,11 x 10° +0,23 x 10° Ag 0 + 0,00 Fh 0+ 0,00 Eh
NAT 1,00x 10° +0,22x10°Aj  1,30x 10° + 0,71 x 10°Ck 1,15 x 10° + 0,71 x 10° Bi

Para cada coluna, médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo sao significativamente
diferentes. Para cada linha, médias seguidas de letras minlsculas iguais ndo sao significativamente
diferentes. CHX — gel de clorexidina a 2%; UG — gel de Uncaria tomentosa a 2%; NAT — Natrosol a
1%. Fonte: O autor.

Tabela 3- Média e desvio padrdo das UFC/mL de Staphylococcus aureus nas diferentes
coletas microbioldgicas.

Substancia Staphylococcus aureus
auxiliar S1 S2 S3
CHX 6,42 x 10* + 2,29 x 10* Aa 0+0,00Cb 0+ 0,00 Eb
uG 6,44 x 10* + 2,72 x 10* Ac 0+ 0,00 Cd 0+ 0,00 Ed
CHX+UG 6,96 x 10* + 1,54 x 10” Ae 0 + 0,00 Cf 0 + 0,00 Ef
NAT 6,65x 10" +1,62x 10°Ag  1,20x10°+ 1,36 x 10°Bi 4,15 x 10° + 1,00 x 10°Dh

Para cada coluna, médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo sdo significativamente
diferentes. Para cada linha, médias seguidas de letras minusculas iguais ndo sao significativamente
diferentes. CHX — gel de clorexidina a 2%; UG — gel de Uncaria tomentosa a 2%; NAT — Natrosol a
1%. Fonte: O autor.

Tabela 4- Média e desvio padrdo das UFC/mL de Candida albicans nas diferentes coletas
microbiolégicas.

Substancia Candida albicans
auxiliar S1 S2 S3
CHX 5,19 x 10* + 1,60 x 10* Ba 0+ 0,00 Db 0+ 0,00 Eb
uG 5,47 x 10* + 1,59 x 10* Bc 0 + 0,00 Dd 0+ 0,00 Ed
CHX+UG 5,38 x 10* + 1,29 x 10 Be 0 + 0,00 Df 0 + 0,00 Ef
NAT 552x10*+1,23x10°Bh  1,50x 10°+ 0,71 x 10°Ci 7,40 x 10" + 1,30 x 10° Ag

Para cada coluna, médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo s&o significativamente
diferentes. Para cada linha, médias seguidas de letras minlsculas iguais ndo sao significativamente
diferentes. CHX — gel de clorexidina a 2%; UG — gel de Uncaria tomentosa a 2%; NAT — Natrosol a
1%. Fonte: O autor.



6 DISCUSSAO

Um dos principais objetivos da terapia endodéntica é a desinfeccao
do sistema de canais radiculares, o que promovera o reparo dos tecidos periodontais
(Gomes et al. ® 1996, Gomes et al.”® 2004, Peters et al.”® 2001).

A escolha dos microrganismos facultativos, E. faecalis, S. aureus e
C. albicans, utilizados neste estudo, justifica-se no fato de serem considerados por
muitos autores como as espécies mais resistentes da cavidade bucal e uma das
possiveis causas do insucesso no tratamento endodéntico (Gomes et al.® 1996,
Cheung, Stock’” 1993).

Antes da realizacdo dos testes em dentina radicular humana achou-
se conveniente determinar se a UG apresentava acao antimicrobiana frente aos
microrganismos a serem testados e para tal foi utilizado o método de difusdo em
agar, que por sua caracteristica indica o potencial antimicrobiano de uma
substancia. Este método serviu como indicador preliminar de acdo antimicrobiana
das substancias, e permitiu comprovar a capacidade da UG de inibir o crescimento
microbiano.

Os produtos naturais tém sido utilizados por séculos na medicina
popular. Porém, isso ndo pode ser justificativa para indicar seu uso, precisando-se
assim evidéncia cientifica que sustente as propriedades terapéuticas dos produtos
naturais e sua biocompatibilidade. A utilizacdo da UG como substancia auxiliar no
tratamento endoddntico justifica-se nas propriedades terapéuticas consolidadas da
planta e que até a data ndo tinham sido extrapoladas a endodontia, onde se pode
abrir uma possibilidade de terapia natural, segura e de baixo custo (Heitzman et al.?’
2005).

A razao de se escolher a CHX como controle positivo deste estudo
foi baseado na grande quantidade de pesquisa desenvolvida com essa substancia
na area da microbiologia endodbntica, devido a sua grande capacidade
antimicrobiana e alta biocompatibilidade (Mohammadi, Abbott'® 2009).

Foi escolhida a utilizagdo do formato gel para todos os grupos
experimentais, pelas vantagens que este apresenta em relacdo a solugdo como
lubrificante do canal, o que pode promover uma melhor remocdo dos restos
organicos (Ferraz et al.”® 2001). A base gel utilizada na preparacéo das substancias

auxiliares foi a hidroxietilcelulose, conhecida comercialmente como Natrosol, e que
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tem se mostrado como uma substancia inerte, sem capacidade antimicrobiana
(Ferraz et al.>* 2007); o que foi corroborado em testes pilotos.

Nossos estudos pilotos mostraram que com concentracdes maiores
a 5%, a UG perde capacidade antimicrobiana sobre os microrganismos testados,
sendo que concentracdes de 2% e 5% n&o mostraram diferencas significativas.
Assim, optou-se por padronizar a concentragdo das substancias auxiliares em 2%.
A concentracdo do controle negativo (NAT) foi de 1%, concentracdo que permitiu o
escoamento ideal que deve ter o gel no canal radicular e que foi a concentragéao
utilizada no preparo das outras substancias experimentais.

Diversos modelos experimentais em dentina infectada tém sido
propostos. A grande maioria deles utilizando dentina bovina, sendo que os tubulos
dentinarios dos dentes bovinos apresentam maior diametro comparado a dentina
humana, o que poderia influenciar na capacidade de contaminagdo dos tubulos
dentinarios pelos microrganismos (Berber et al.** 2006, Dametto et al.*® 2005).
Assim, para o desenvolvimento deste estudo foi escolhido um modelo experimental
em dentina radicular humana.

Foram estabelecidos 7 dias para contaminacdo dos espécimes, de
acordo com Dametto et al.*® (2005), tempo que permitiu aos microrganismos
colonizar o canal e os tubulos dentinarios.

Apos o PQM foi utilizado o neutralizante especifico da CHX para
evitar qualquer efeito residual nas coletas microbiolégicas. O neutralizante foi
utilizado nos grupos CHX e CHX+UG, sendo que para o grupo UG, testes pilotos
demonstraram que a irrigacdo final com EDTA e SS foi suficiente para evitar
gualquer efeito residual nesse grupo.

Apos o PQM todos 0s grupos experimentais conseguiram deixar o
canal livre de microrganismos, inclusive o controle negativo (NAT), que conseguiu
uma diminuicdo significativa da carga microbiana. O que esta de acordo com 0s

resultados de Berber et al.*°

(2006), onde independentemente da substancia auxiliar
utilizada durante o PQM, sempre sera possivel diminuir significativamente a carga
bacteriana apés PQM, sempre que seja utilizada uma quantidade importante do
irrigante, porém o que nem sempre sera possivel € evitar a recontaminacao do canal
pelos microrganismos capazes de colonizar os tubulos dentinarios, perpetuando

assim a leséo.
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O prazo de 7 dias que a medicagao intracanal permaneceu no canal
radicular permitiu, se fosse o caso, que 0s microrganismos que ficaram nos tubulos
dentinarios voltassem a colonizar o canal (Oliveira et al.>® 2007). Os resultados
obtidos neste estudo confirmam o descrito por Love™ (2001), células de E. faecalis
conseguem infetar tubulos dentinarios e manter-se viaveis neles na presenca de
nutrientes. Os resultados obtidos no grupo NAT apds os 7 dias com MIC concordam

com Dametto et al.*

(2005); E. faecalis viavel nos tabulos dentinérios foi capaz de
recontaminar o canal radicular, inclusive apresentando uma carga microbiana maior
a inicial. Mesmo efeito foi observado para S. aureus e C. albicans.

Ap6s os 7 dias com MIC, foram coletadas UFC do canal dos
espécimes que receberam CHX como MIC, resultado que discorda com os obtidos

por Gomes et al.”

(2003), onde a CHX mostrou-se eficaz como MIC evitando a
recontaminacao do canal até por 14 dias. Os resultados mostraram que apenas 0s
espécimes que receberam CHX+UG e UG como MIC puderam manter o canal livre
de UFC de E. faecalis, o microrganismo mais resistente a terapia endododntica.
Assim a UG se apresentou superior a CHX como MIC. J4 para S. aureus e C.
albicans, todos 0s grupos experimentais conseguiram manter o canal livre dos
microrganismos.

De acordo com os resultados obtidos e as limitacdes do presente
estudo, sugerem-se futuras pesquisas que visem avaliar a capacidade de remocao
de smear layer pela UG, estudos in vivo que incluiam a UG no protocolo da terapia
endododntica, assim como avaliar possiveis interacbes da UG com outras

substancias auxiliares ao tratamento endodontico.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

1. A unha de gato apresenta capacidade de inibicdo do
crescimento microbiano sobre Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e

Candida albicans;

2. A unha de gato foi eficaz no preparo quimico-mecanico,
desinfetando 0s canais contaminados com Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus e Candida albicans;

3. A unha de gato conseguiu manter os canais livres de
unidades formadoras de colbnias de Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Candida albicans;

4. A associacdo experimental clorexidinatunha de gato,
mostrou sinergismo na sua atividade antimicrobiana quando utilizada como
substancia auxiliar ao preparo quimico-mecanico e como medicacao

intracanal.
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ANEXOS

A: Aprovacao do protocolo de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa

B: Aprovac&o da emenda no protocolo de pesquisa 14195/08 pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa
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UE: | OPROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacio

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N° 61/2008
Protocolo: 14195/08

Em reunido ordinéria, realizada dia 11 de dezembro de
2008, a Comissdo de FEtica em Pesguisa, APROVOU o
protocolo de pesquisa 1intituladoc “A Uncaria tomentosa
como medicagdo intracanal na desinfecgdo de dentina
radicular contaminada por Enterococcus faecalis.” de
responsabilidade da pesquiéadora Elizabete Brasil dos

Santos.

Ponta Grossa, 11 de dezembro de 2008.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP

QST A

ProP MSe. Mdllcnc Hdrger Zimmermann
Coordenadora

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP. B4030-800 - Ponta Grossa - PR - BRASIL
Biogo M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg br Home page: www.uepg.br
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

PARECER N° 81/2009
Protocolo: 14195/08

Em reunido ordinadria realizada dia 26 de Novemrbo de
2009, a Comissd@o dée Etica em Pesquisa, APROVOU a Emenda
referida ao protocolo de pesquisa intitulado “A uncaria
tomentosa como medicagdao intracanal na desinfecgido de
dentina radicular contaminada por Enterococcus faecalis”

de responsabilidade da pesquisadora Elizabete Brasil dos

Santos.

Ponta Grossa, 30 de Novembro de 2009,

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

COMBSAODEEHCAEMPE&TE&A-COM’
=y

S

lisses Coelho
Coordenador

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: B4030-800 - Ponta Grossa - PR — BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 — Fax: (42) 3220-3102

e-mail: seccoep@uepg.br Home page: www.uepg.br
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