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Aguiar APS. Acao in vitro do extrato glicélico de gengibre e medicamentos
sobre Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e sua
endotoxina em canais radiculares. [Dissertagdo]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”; 2009.

RESUMO

A proposta desta pesquisa foi avaliar se o preparo biomecanico (PBM)
com extrato glicolico de gengibre 20% e hipoclorito de sédio 2,5%
(NaOCl), seguido da medicacao intracanal com clorexidina gel 2%,
hidroxido de calcio, hidroxido de calcio associado a clorexidina gel 2% sao
efetivos sobre Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
sua endotoxina em canais radiculares.Foram utilizados 72 dentes
humanos unirradiculados, divididos em 6 grupos experimentais (n= 12) de
acordo com a solugao irrigadora (gengibre 20% ou NaOCI 2,5%) utilizada
no preparo biomecanico e medicacao intracanal (hidréxido de calcio +
soro fisiolégico; hidréxido de calcio + clorexidina gel 2%; clorexidina gel
2%).Foram realizadas coletas do conteudo do canal radicular para
confirmacado de contaminagdo (coleta de confirmacgao), imediatamente
apos a instrumentacao (12 coleta), apés 7 dias do preparo biomecanico
(22 coleta), imediatamente apdés 14 dias da acdo da medicacao intracanal
(32 coleta) e 7 dias apds remoc¢ao da medicacao (42 coleta). Para todas as
coletas foram realizados os seguintes testes: a) avaliagdo da atividade
antimicrobiana pela semeadura e contagem UFC/mL de cada
microrganismo; b) analise do conteudo de endotoxina verificada pelo teste
lisado de amebdcitos de Limulus. Todos os resultados foram submetidos
a analise de variancia ANOVA, com nivel de significancia de 5%, e pelo
teste de Dunn. Verifica-se que o NaOCI foi capaz de eliminar os
microrganismos apés PBM; O gengibre reduziu significantemente o
numero de bactérias e eliminou Candida albicans. As duas solucdes
irrigadoras (NaOCI| e gengibre) reduziram significantemente endotoxinas
mas nao foram capazes de elimina-las. As medicac¢des intracanais foram
eficazes na redugdo de microrganismos, os eliminando nos grupos de
NaOCI. O hidroxido de calcio associado ou nao a clorexidina diminuiu
significantemente endotoxinas, mas nao as eliminou. Concluiu-se que o
gengibre eliminou Candida albicans e diminuiu significantemente
Enterococcus faecalis e Escherichia coli e endotoxinas do canal radicular.

PALAVRAS-CHAVES: Enterococcus faecalis, Candida albicans,
Escherichia coli, Endotoxina, Gengibre.



1 INTRODUGAO

Os microrganismos sao os principais agentes etiolégicos
das alteracbes pulpares e periapicais, sendo fundamental seu controle e
eliminacdo, assim como, a neutralizacdo de seus produtos durante o
tratamento endodéntico (Dahlén et al., 1980; Menezes et al.,2004;
Schimeister et al. 2007). Numerosos estudos analisaram a microbiota de
canais infectados( Paquette et al., 2007; Sassone et al., 2008; Zerella et
al., 2005) verificando que os fungos oscilam entre 7% e 21%, (Waltimo et
al., 1997;Baumgartner et al.,, 2000) enquanto bactérias Gram-positivas
sdo comumente isoladas apds instrumentacdo e medicacdo intracanal
(Siqueira et al., 2007).

A presenca de fungos esta relacionada com os casos de
infeccbes secundarias e periodontites apicais crénicas e, embora em
quantidade muito menor em relagdo as bactérias, participam da
manutengcao da lesdo periapical (Egan et al., 2002; Nair et al., 2006).
Dentre as espécies relatadas, Candida albicans € uma das mais comuns
e resistentes as muitas substancias quimicas durante a terapia
endoddntica. Normalmente, Candida albicans é encontrada associada a
bactérias anaerdbias facultativas. Desta associagao, 50% acontecem com
Enterococcus faecalis, nas periodontites apicais crénicas (Peculiene et al.
2001;Menezes et al. 2004).

Enterococcus faecalis tem sido isolado de canais
radiculares nos casos de insucessos apos tratamentos endodéntico.
Consequentemente, solugdes irrigadoras e medicagdes intracanais sao
alvos de pesquisas com finalidade de eliminar este microrganismo
durante a terapia endodéntica (Sién et al., 2004; Vivacqua- Gomes et al.,

2005; Paquette et al.,2007). Sedgley et al., em 2005, verificaram que
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Enterococcus faecalis sobreviveu por doze meses, apos ser inoculado em

canais radiculares sem a adi¢cao de nutrientes.

As bactérias Gram-negativas anaerdbicas, também
presentes nas infeccées do sistema de canais radiculares, apresentam
em sua membrana externa da parede celular um fator de viruléncia,
representado pelos lipopolissacarideos (LPS), também conhecidos como
endotoxina. Estes lipopolissacarideos, liberados durante sua duplicacao
ou morte celular, sao responsaveis por desenvolver um infiltrado
inflamatério intenso com aumento do espaco do ligamento periodontal e
reabsor¢cées cementaria e éssea (Haight-Ponce et al., 1999; Matsushita et
al, 1999; Tanamoru et al., 2003).

O preparo biomecadnico com o auxilio de solugdes
irrigadoras objetiva eliminar os microrganismos e inativar seus
subprodutos. Entretanto, o complexo sistema de canais radiculares com
suas ramificacées, bem como os tubulos dentinarios dificultam este
procedimento sendo recomendada a utilizacdo da medicagao intracanal
para complementagao da ag¢ao anti-séptica (Vianna et al.,2006; Nair et al.,
2006; Schimeister et al., 2007).

Solugbes irrigadoras em diferentes concentragdes com
atividade antimicrobiana tém sido utilizadas, particularmente o hipoclorito
de sdédio (NaOCI) (Vianna et al., 2004; Ruff et al. 2006; Mercade et al.,
2009). Este potente desinfectante, mais utilizado nas concentragdes 0,5%
a 5%, elimina microrganismos em periodos de tempo clinicamente
relevantes. Contudo, o hipoclorito de sédio pode ser caustico para os
tecidos periapicais, se inadvertidamente for introduzido a eles,
desencadeando uma reagao inflamatéria proporcional ao volume e a
concentracdo destes produtos (Tanamoru et a., 2003; Radcliffe et al.,
2004; Ercan et al., 2004).

Recentemente, a busca por fitoterapicos efetivos contra
microrganismos tem chamado atencao nas diferentes areas médicas. Os

produtos de origem vegetal sao utilizados na odontologia com a vantagem
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de oferta natural e prego accessivel para subsisténcia as unidades
publicas. Dentre estes produtos, o gengibre tem sido alvo de estudos
cientificos na sua forma de extrato bruto, extrato etandlico e cetbénico; a
forma e a composicao final destes extratos influenciam na eficiéncia
terapéutica (Levy et al., 2006; Ojewole et al., 2006).

O gengibre ja referido como medicinal no ano 200 d.C.,
citado também na medicina tradicional chinesa, é usado internamente
contra nausea, indigestao, célicas, contra gripes, tosses e para problemas
circulatérios (Stasi et al., 2002; Chen et al. 2008). As propriedades do
gengibre apontam para seu uso promissor ha odontologia. Para isto,
fazem-se necessarios estudos que avaliem primeiramente suas agdes
antimicrobianas e antiinflamatérias que constituem propriedades
fundamentais as solucbes irrigadoras e medicagdes intracanais nha

endodontia.

O hidroxido de calcio é uma das medicag¢bes intracanais
mais difundida na endodontia. Dentre suas atividades, a acgao
antimicrobiana merece destaque. Propriedades fisico-quimicas desta
substancia estdo correlacionadas a efetividade e controle de infeccao no
sistema de canais radiculares. Entretanto, o hidréoxido de calcio ndo é
efetivo sobre todas as espécies bacterianas e algumas leveduras
encontradas nas infec¢des de canais radiculares, entre elas Enterococcus
faecalis e Candida albicans, respectivamente (Waltimo et al., 1999; Sirén
et al., 2004; Neelakantan et al., 2007).

A clorexidina é uma substancia amplamente utilizada na
Endodontia como substancia quimica auxiliar e medicagao intracanal
devido as satisfatorias propriedades antimicrobiana, substantividade ** e
biocompatibilidade. Porém, a clorexidina nao dissolve matéria organica,
nao inativa os efeitos do LPS e, na concentracdo de 0,12% ¢é ineficaz
contra Enterococcus faecalis (Tanamoru et al., 2003; Okino et al.,2004,
Sassone et al., 2008).

A importancia da solugdo irrigadora e medicacao

intracanal na eliminacdo dos microrganismos, especialmente os mais
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resistentes como Enterococcus faecalis e Candida albicans, bem como
bactérias gram-negativas e consequente inativagcdo de sua endotoxina,
mostram a necessidade de estudos que avaliem a agcao de substancias
quimicas sobre estes microrganismos.

Solugbes irrigadoras alternativas que conjuguem
concomitantemente a acao antimicrobiana as propriedades de
biocompatibilidade e solvente de matéria organica estdo sendo
pesquisadas, com o destaque da fitoterapia.

Assim, evidencia a necessidade de realizar estudos que
avaliem os efeitos de uma solugao irrigadora fitoterapica associada as
medicacbes intracanais ja preconizadas a fim de debelar os
microrganismos que estao relacionados ao insucesso tratamento

endoddntico, ampliando a eficacia da terapia endodéntica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota dos canais radiculares: Enterococcus faecalis,

Candida albicans e bactérias Gram-negativas.

Os microrganismos desempenham papel Unico na
Endodontia. Visto que sao considerados, por toda comunidade cientifica,
os principais agentes etiolégicos das alteracbes pulpares e periapicais.
Inumeros estudos séo realizados para avaliar a propagac¢ao, proliferagao
e perpetuagcao destes microrganismos no interior do sistema de canais
radiculares e tecidos periapicais. O desenvolvimento de inumeras
técnicas, protocolos, materiais, instrumentos visam conhecé-los e elimina-

los durante o tratamento endodéntico.

Mais de 700 espécies habitam a cavidade oral e mais da
metade nao pode ser cultivado (Socransky et al., 2005). Entretanto, é
menor o numero de espécies que colonizam o sistema de canais
radiculares; geralmente sdo encontradas 7-13 espécies diferentes de
bactérias em cada canal radicular infectado. A microbiota das infec¢des
endodénticas € polimicrobiana e dominada por bactérias anaerdbias
(Gomes et al., 2006; Jacinto et al., 2007). Cerca de 100 espécies tém sido
detectadas pos-instrumentacdo e/ou pés-medicagao intracanal, e nestes

casos prevalecem as bactérias Gram-positivas (Siqueira et al.,2008).

Gomes et al., em 2004, investigaram a microbiota de
infeccbes primarias e secundarias de 60 canais radiculares utilizando
técnicas anaerodbias estritas, diluicdo serial, galvanizacao, incubagao e

identificacdo. As bactérias Gram-negativas ocorreram em 32% do total de
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60 canais radiculares, sendo 34% das infeccées primarias e 25% das
infecgdes secundarias. Enquanto, as bactérias Gram-positivas ocorreram
em 67,4% do total dos isolados, sendo 66% da infec¢ao primaria e 75%
da infeccao secundaria. O estudo ainda sugere uma conexao entre
bactérias Gram-negativas anaerobias, especialmente Prevotella,
Porphyromonas SSP, com achados clinicos como: presenc¢a ou histérico

de presenca de dor, sensibilidade a percussao e inchaco.

As infec¢bes secundarias dos canais radiculares ocorrem
guando a terapia endoddntica realizada previamente nao foi eficaz em
debelar a infeccdo microbiana, podendo causar dor, inchago e
sensibilidade a percussao; necessitando novamente de intervencao
endoddntica. Portanto, a maior causa do insucesso endodoéntico é a
infeccdo intra-radicular e, em alguns casos, infec¢do extra-radicular
(Siqueria et al., 2001). A persisténcia de biofilme microbiano pode
favorecer a reinfeccdo em alguns canais radiculares. Bacillus subtilis é
uma bactéria Gram-positiva aerébia em formato de enddsporo, que esta
relacionada a formacéo de biofilme bacteriano, devido a ampla produgao
de exopolissacarideos em torno das células e do biofilme, ajudando na
resisténcia e sobrevivéncia dos microrganismos no hospedeiro "%,

A colonizagdao bacteriana é pré-requisito para o
desenvolvimento e persisténcia da inflamacao periradicular. Em estudo
com cachorros, por 1 ano, Lin et al. (2006) demonstraram, que polpas
desvitalizadas mas nao infectadas nao causam, mesmo apdés 1 ano,
persisténcia inflamacgao periradicular, embora inicialmente induzam uma
reacao inflamatéria através dos mediadores quimicos e citocinas, esta é
modulada pelo proprio organismo por meio dos macrofagos. O mesmo
nao ocorre com as polpas infectadas. Entretanto, Lin et al., em 2006,
defendem a remoc¢ao da polpa desvitalizada e nao infectada por esta ser
facilmente colonizada e infectada por bactérias que possam ter acesso

ao sistema de canais radiculares.

Sao varios fatores que determinam a sele¢cdo de

microrganismos no interior do sistema de canais radiculares. Entre eles
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estdo nutricao, baixo potencial éxido reducao, pH, temperatura, interagées
positivas e negativas entre os microrganismos, mecanismo de defesa do
hospedeiro e presenga de agentes antimicrobianos (Gomes et al. 1999;
Siqueira et al., 2001; Khademi et al., 2006; Brandle et al. 2008; Mercade
et al., 2009).

Enteroccus faecalis sao bactérias Gram-positivas e
anaerdbias facultativas comumente encontradas em periodontites apicais
crénicas de dentes com lesdes radiograficas; geralmente estao
associadas as outras espécies como Fusobacterium nucleatum e

Prevottella oralis (Johnson et al., 2006).

O acido lipoproteico é o maior fator de viruléncia
encontrado na parede celular das bactérias Gram-positivas, responsavel
por estimular macréfagos. Devido a este fator de viruléncia o Enteroccus
faecalis induz alta producado de fator de necrose tumoral-a (TNF- q) e
oxido nitrico, provocando uma resposta imunolégica do hospedeiro (Baik
et al.,2008).

Por varias razbes, Enteroccus faecalis consegue
sobreviver ao preparo biomecanico e a acao de algumas sustancias
usadas como medicacao intracanal. Este microrganismo é resistente por
sobreviver em condigbes extremas, incluido elevada alcalinidade e
concentracao de salinidade (Brandle et al. 2008) e auséncia de nutrientes
(Sedley et al.,2005) . Possui habilidade de invadir tubulos dentinarios em
profundidade e sua adesao ocorre mais em dentina menos mineralizada
guando comparada com aquela que tem mais composto inorganico, pois
seus receptores se aderem ao colageno. Entretanto, a colonizagao inicial
nos tubulos dentinarios depende de outros fatores, como condigées
ambientais (presenca de colageno tipo 1) que induzem os receptores de
superficie celular da bactéria estando estes relacionados com expressao
génica (Love et al. 2001; Chivatxaranukul et al.2008)%° °,

|.99

Vivaqua-Gomes et a (2005) verificaram, em 45 pré-

molares, que nao existiu diferenga na contagem de UFC/mL de
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Enterococcus faecalis apos tratamento endodéntico realizado em sessdes
Unica ou multipla, permanecendo viaveis no interior dos tubulos

dentinarios apos 60 dias de selamento do canal radicular.

Outro microrganismo importante na infec¢do endodéntica
€ Candida albicans, fungo eucariético que se adapta facilmente as
variaveis condicdes ambientais. E normalmente encontrado em infecgdes
primarias, mas pode também ser encontrado em canais radiculares
obturados que fracassaram. E considerado dentinofilico devido a invasao
e afinidade pela dentina (Waltimo et al., 1999; Baumgartner et al. 2000;
Peculiene et al. 2001).

Egan et al., em 2002, constataram que a presenca de
fungos na saliva humana é 32,7% enquanto a presenga hos canais
radiculares associado com periodontites apicais crénicas é 10%.
Demonstrando uma correlacdo da presenca de fungos no tratamento

endodéntico e infiltracdo de saliva pela restauracéao.

A viruléncia e patogenicidade da Candida albicans estao
ligadas a diversos fatores, sendo a formacao de hifas, a estrutura da sua
superficie celular que, durante o contacto com células do hospedeiro, se
adapta, sendo determinante para uma eficaz adesao e penetracéo,
alteragdes fenotipicas (transicdao espontanea entre a forma tipica de
levedura, branca e circular, e uma forma opaca, em forma de pequenos
bastées) e producao de enzimas extracelulares hidroliticas (Siqueira et al.
2004).

2.2 Hipoclorito de sédio e Gengibre como irrigantes do canal

radicular
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Dentre os varios irrigantes utilizados na terapéutica
endoddéntica o hipoclorito de sédio é a substancia mais difundida
mundialmente. Este fato se deve as suas satisfatorias propriedades

quimicas, fisicas e biolégicas (Zenhder et al., 2006).

O hipoclorito de sédio, na presenca de microrganismos e
de tecido organico, promove alteragdes biosintéticas no metabolismo
celular e destruicao dos fosfolipidios, através da sua agcao oxidativa que
inativa de maneira irreversivel as enzimas bacterianas e, da saponificagao
que degrada os lipidios e acidos graxos resultando na formag¢ao de sabao
e glicerol, ocorrendo desta forma a dissolu¢cao organica (Estrela et al.,
2002).

Estudos demonstram que o hipoclorito de sédio é efetivo
sobre bactérias anaerébias facultativas e estritas, aerdbias, Gram-
positivas e Gram-negativas, além de fungos resistentes, como Candida
albicans (Waltimo et al. 1999; Ercan et al. 2004; Ruff et al. 2006). Sendo
capaz de reduzir 96%- 99,63% da microbiota do canal radicular apés o
preparo biomecanico, conjugado com o poder de remocao das células
(Vianna et al., 2006).

Sena et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana do
hipoclorito de sodio 2,5%, 5,25% e clorexidina 2% sobre Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis e Fusobacterium
nucleatum em periodos variaveis de exposi¢cao (30 segundos—60 minutos)
com e sem agitagdo mecanica. Verificaram que a agitagdo mecanica
torna mais eficaz os agentes antimicrobianos necessitando de menor
tempo para eliminar alguns microrganismos. Os microrganismos
anaerdbios estritos foram eliminados em 30 segundos pela clorexidina
2%; diferentemente dos facultativos e aerdbios. O hipoclorito de sdédio
5,25% eliminou todos os microrganismos em 30 segundos mesmo sem
agitacdo mecanica. Enterococcus faecalis resistiu ao hipoclorito de sédio
2,5% por 60 min (sem agitacdo mecanica) e Candida albicans por 5

minutos (com agitacdo mecanica).
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O tempo necessario para acao antimicrobiana do
hipoclorito de sédio é concentracao-dependente (Vianna et al.2004). Para
eliminar o Enterococcus faecalis e Candida albicans na concentragcao de
0,5%, é necessario uma exposicao de 30 min, comparados a 10 min
quando usado uma concentragao de 1% e 5 min para 2,5% (Radcliffe et
al., 2004).

Além de precisar de um tempo menor para eliminacao de
alguns microrganismos, a alta concentragdo do hipoclorito de sdédio
(5,25%) é capaz de desinfectar os tubulos dentinarios independente da

técnica de instrumentacao utilizada (Berber et al.2006).

Enterococcus faecalis e Candida albicans se aderem ao
colageno exposto na dentina. O uso do NaOCI| remove as fibras
colagenas expostas e como consequéncia diminui significantemente a
aderéncia e for¢a de adesdo a dentina por estes microrganismos (Kishen
et al., 2008; Turk et al., 2008). O hipoclorito de sédio é considerado mais
efetivo do que a clorexidina contra biofiime de Enterococcus faecalis,
principalmente quando o pH é 6,5 (Dunavant et al., 2006; Mercade et
al.2009). O pH também interfere na dissolugao de tecido organico, quanto
mais alcalino maior o poder de dissolugdo, tornando ainda mais efetivo se
aliado a alta concentracdao e maior tempo de exposicao direta com o
tecido (Christensen et al. 2008) .

A combinacao do hipoclorito de sédio com a clorexidina
foi proposta com a finalidade de aumentar o poder antibacteriano, contudo
a uniao das duas sustancias forma um precipitado de componentes
toxicos, que apesar de ter alguma acdo antimicrobiana sobre
Enterococccus faecalis € desfavoravel, além de nao aumentar a

capacidade antimicrobiana (Vianna et al., 2009) .

Apesar de ser um excelente antimicrobiano e apresentar
uma capacidade excepcional de dissolu¢do organica a citotoxidade é bem
documentada. Muitas complicagdes ocorrem quando inadvertidamente o

hipoclorito de sédio € injetado no interior dos tecidos periapicais. Este
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acidente normalmente provoca uma violenta reacao inflamatoéria, revelada
visivelmente pelo inchago local, hematoma e relatos de dor pelo paciente
(Serper et al., 2004; Gernhardt et al., 2004).

Os fitoterapicos tém sido utilizados como solugdes
irrigantes, apresentando bons resultados em pesquisas pioneiras (Molina
et al. 2008). Assim, um novo campo de pesquisa se abre na Endodontia

diante de uma vasta microbiota.

O gengibre, cujo nome cientifico é Zingiber officinale, é
uma erva anual que cresce em solos arenosos e secos, desenvolve-se
em climas tropicais e subtropicais, tem sido largamente empregado na
culinaria como condimento, em bebidas e na medicina popular. Sua parte
mais utilizada é o rizoma seco, onde se concentram seus componentes
principais os quais sao o 6leo volatil e a oleoresina. A raiz é também
caracterizada pelo seu sabor um pouco amargo. O gengibre é rico em
6leos volateis, gingerol e shogaol.

Gingerol € um produto da quebra do Shogaol produzido
durante a secagem. Estes compostos isolados do gengibre possuem
atividades antimicrobianas sobre bactérias e fungos: Micrococcus luteus,
Bacilus cereus, Bacilus subfilis, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris,
Burkholderia pseudomalle, Staphilococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans, Microsporum gypseum e Pseudallescheria boydii
(Ficker et al., 2003; Samy et al. 2005; Indu et al., 2006; Policegoudra et
al., 2007).

Os diarilheptandides, também sao compostos
encontrados no gengibre, responsaveis pela atividade antioxidante,
antiinflamatadria, anti-proliferativa, anti-toxicidade hepatica e atividade anti-
tumor (Amin et al., 2006; Chen et al. 2008).

O 10-gingerol e 12-gingerol inibem o crescimento de
bactérias periodontais e endoddnticas como: Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, com uma
concentracdo inibitéria minima de 6-14 pg/mL e eliminam com uma

concentracao bactericida minima de 4-20 ug/mL (Park et al. 2008).
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O 6-gingerol é capaz de inibir a produgao de
prostaglandinas E2, interleucina- 1a, cicloxigenase-2 e sintese de 6xido
nitrico estimulados pelos lipopolissacarideos (LPS), influenciando na
resposta imunolégica especifica mediata, podendo ser utilizado em
doencgas auto-imunes e inflamagdes crénicas (zhou et al., 2006; Lantz et
al., 2006; Pan et al., 2008; Jung et al., 2009). O 10-gingerol é ainda capaz
de diminuir a resisténcia do Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium as drogas: polimixina B, bacitracina, vancomicina através do
aumento da permeabilidade da membrana celular, facilitando a entrada

dos aminoglicosideos (Nagoshi et al., 2006) .

O odleo de gengibre possui pronunciada atividade
fungistatica e fungicida sobre o biofilme de Candida albicans e de outras
espécies de fungos que sao resistentes a anfotericina B, podendo ser
usado futuramente em estratégias terapéuticas (Fiker et al., 2003;
Agarwal et al., 2008).

Caires et al.,, em 2008, avaliaram in vitro a atividade do
extrato glicélico do gengibre 10% e do hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI)
comercialmente obtidos sobre Candida albicans. A efetividade antifungica
deste extrato e do NaOCI| foi avaliada em diferentes concentragdes
obtidas a partir de diluicdes seriais (50%, 25%, 12,5% e 6,25%) por meio
da técnica de microdiluicdo em caldo de cultura em 24 amostras clinicas
de C. albicans e 1 amostra-padrao ATCC 18804. A concentracao de
diluicdo fungicida minima (DFM) foi obtida pela metodologia de
semeadura em Agar Sabouraud. Os resultados mostraram que o extrato
de gengibre apresentou atividade fungicida a partir da concentracao de
12,5% (DFM) e apresentou atividade fungistatica de 6,25% (DIM). O
hipoclorito de sédio apresentou atividade fungicida desde a concentragao
de 6,25%. Conclui-se que o extrato de gengibre e o hipoclorito de sodio
apresentam efeito fungicida sobre C. albicans. Entretanto, esta atividade

do extrato de gengibre mostrou-se concentragao-dependente.

A desinfec¢ao do sistema de canais radiculares produzida

pela acdo do agente irrigante reduz a microbiota endododntica
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remanescente otimizando a eficacia da medicacao intracanal e elevando
as possibilidades de sucesso do tratamento endoddntico (Estrela et al.
2008).

2.3 Medicagao intracanal: Hidréxido de calcio e Clorexidina

Varias propriedades biolégicas sao atribuidas ao hidréxido
de calcio, comumente utilizado como medicagdo intracanal. Estas
propriedades conferem a este medicamento inumeras indica¢ées clinicas,
como em casos de reabsor¢cées radiculares, fraturas radiculares,
periodontites apicais crénicas, pulpites irreversiveis e apixificagdes
(Schimeiter et al., 2007; Siqueira et al., 1999 e 2007; Soares et al., 2008).

O hidroxido de calcio € um forte alcalino, cujo pH nao é
alterado quando acrescido acidos fracos ou solugdées alcalinas em
suspensdes aquosas como : clorexidina, hipoclorito de sédio, iodo ou

iodeto de potassio (Haenni et al., 2003).

Em solucdo aquosa, o hidroxido de calcio se dissocia
formando ions de hidroxila e calcio, alcangando aproximadamente um pH
11,5. Os ions hidroxila sao radicais livres com alto poder de reatividade,
incita a peroxidagcdo dos lipidios, resultando na destruicdo dos
fosfolipidios, componentes estruturais da membrana celular das bactérias.
O alto pH do hidréxido de calcio contribui para atividade antimicrobiana;
sendo capaz de desnaturar proteinas importantes para o metabolismo
bacteriano e, consequentemente, para diminuicado da atividade bioldgica
celular, podendo ser letal para determinados microrganismos (Zmener et
al., 2007) . Do mesmo modo que a clorexidina, os ions hidroxila sao ainda

capazes de inativar o acido lipoprotéico (LTA) presente nas bactérias
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Gram-positivas diminuindo, desta forma, a resposta imunolégica do
hospedeiro ao entrar em contato com o LTA (Baik et al., 2008; Lee et al.,
2009).

Alguns  microrganismos sobrevivem ao preparo
biomecanico e ficam alojados no interior dos tubulos dentinarios. A
difusdo dos ions hidroxila pelos tubulos dentinarios é facilitada pela
remogao da smear layer com EDTA 17% e uma irrigacao final com
hipoclorito de sédio (Siqueira et al., 2007; Saif et al., 2008).

Os ions calcio, também resultado da dissociagdo do
hidroxido de calcio, alteram os tecidos adjacentes ao local de acao
elevando a concentracédo de ions calcio extracelular. Esta elevacéao
estimula a sintese de fibronectinas pelas células da polpa dental. O
acumulo de fibronectinas induz as células da polpa a se diferenciarem em
células formadoras de tecidos mineralizados, estabelecendo assim,

pontes de dentina (Mizuno et al. 2008).

Quando em contato com tecidos, hidréxido de calcio induz
a migracao local de neutréfilos mediados por prostaglandinas, citocinas,
fator de necrose tumoral alfa e leucotrienos independente da presenca de

macrofagos ou mastécitos (Costa et al., 2008).

Siqueira Junior et al., em 2007, constataram que,
utilizando um protocolo de preparo biomecanico auxiliado pelo hipoclorito
de sodio 2,5% e medicacao intracanal com hidroxido de calcio por 7 dias,
houve auséncia de bactérias cultivaveis em 81% dos dentes com polpa

necrosada e periodontite apical.

Entretanto, estudos demonstram que Candida albicans e
Enterococcus faecalis sao resistentes ao hidroxido de calcio, limitando
sua atividade antimicrobiana e estes microrganismos sao sensiveis a
clorexidina (Ferguson et al., 2002; Siqueira et al., 2003; Menezes et al.,
2004; Ercan et al., 2006; Davvis et al.,2007; Kayaoglu et al., 2009)7. Deste
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modo a associagdo do hidréxido calcio com outras substancias vem

sendo preconizada, em especial com a clorexidina.

A associagao de clorexidina com hidréxido de calcio é
mais efetiva contra Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis do que o uso somente do hidroxido de
calcio (Gomes et al., 2006; Sirén et al., 2004; Zerella et al., 2005). A
associagao das duas substédncias nao afeta a radiopacidade, pH e o
tempo de trabalho do hidréxido calcio. Entretanto, aumenta a viscosidade
o que melhora a introdugdo e escoamento no canal radicular (Basrani et
al., 2004). Todavia, estudos in vitro afirmam que clorexidina gel 2% é mais
efetiva contra Candida albicans, Enterococcus faecalis quando
comparada com a associagao da mesma com hidréxido de calcio (Ercan
et al.,, 2006; Balllal et al., 2007; Wang et al., 2007). O mesmo nao é
registrado quando se avalia a clorexidina 2% na forma liquida; aplicada de
7 a 15 dias como medicagao intracanal, que ndo é capaz de aumentar o
numero de dentes com culturas negativas ou reducao de unidades

formadoras de coldnias (Paquette et al., 2007).

A clorexidina é uma molécula catibnica que detém uma
importante propriedade que a difere das demais, substantividade
(Khademi et al., 2006) . A substantividade previne a colonizacdao de
microrganismos na superficie e pode perdurar até 12 semanas (Rosenthal
et al., 2004) . Mas sua atividade antibacteriana pode ser reduzida ou
inibida na presenca de colageno da dentina, microrganismos mortos e de

exsudatos inflamatérios (Mohammadi et al.,2009).

Tao importante como eliminar os microrganismos do
sistema de canal radicular é neutralizar os seus subprodutos. Assim

diversos estudos sao direcionados aos lipopolissacaridios (LPS).
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2.4 Endotoxinas

As bactérias Gram-negativas anaerdébias, comumente
encontradas em dentes com polpa necrosada, liberam polissacarideos
(LPS), provocando exsudatos inflamatérios. A atividade endotéxica do
LPS esta condicionada a presenca e numero destas bactérias no canal
radicular (Dahlén et al.,1980). LPS induz a sintese e liberacdo de
mediadores de resposta imune humoral como: citocinas e interleucinas
(IL), (IL)-6, (IL)-8, (IL)-1B e esta correlacionado as periodontites apicais
multiplas, constatadas radiograficamente, e a preseng¢a de bactérias de

pigmento—negro (Matsushita et al., 1999).

A deteccao e quantificacdo destas endotoxinas é
frequentemente realizada através do teste Lisado de amebdcitos de
Limulus (LAL) (Haight- Ponce et al.,, 1999) . Em 2008, Martinho et al.,
através do teste Lisado de amebodcitos de Limulus (LAL), estudaram
clinicamente a quantificacdo de endotoxinas e de bactérias cultivaveis a
partir de dentes com polpa necrosada e periodontites apicais antes e apés
0 preparo biomecanico com hipoclorito de sédio 2,5% correlacionando a
sintomatologia do paciente.Verificaram que o preparo biomecanico com
hipoclorito de sédio 2,5% foi moderadamente efetivo sobre as bactérias,
mas incapaz de remover ou inativar endotoxinas no canal radicular e,
aliado a isto, correlacionara a sintomatologia clinica com a quantidade de
endotoxina. O mesmo resultado também foi encontrado por Vianna et al.
em 2007 e por Tanomaru et al. em 2003, que observaram maior
neutralizagdo da endotoxina quando utilizaram medicagao intracanal por
7 dias.

O hipoclorito de sodio e clorexidina nao sao capazes de
neutralizar endotoxinas, ao contrario do hidréxido de calcio (sozinho ou

em associagao) e polimixina B (Buck et al., 2001; Silva et al., 2002,
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Oliveira et al., 2007). Hidroxido de calcio inibe a habilidade do LPS
estimular a diferenciagéo das células em osteoclastos (Jiang et al., 2003)
e inibe a producao de TNF-a estimulado pelo LPS ( Barthel et al., 1997).

Outra forma de neutralizar a endotoxina é através de
radiacdo de ionizagdao. A dose de radiagdo determina a destruicao de
polissacarideos e alteragao do lipidio A, componente da molécula de

endotoxina responsavel pela toxidade (Haight- Ponce et al., 1999).



3 PROPOSICAO

Avaliar se o preparo biomecanico com extrato glicélico de
gengibre 20% e hipoclorito de sdédio 2,5%, seguido da medicacao
intracanal com clorexidina gel 2%, hidroxido de calcio, hidréxido de calcio
associado a clorexidina gel 2% sao efetivos sobre Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e sua endotoxina em canais

radiculares.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto estd de acordo com os Principios Eticos,
seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa, envolvendo
seres humanos, conforme Resolucado n° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos da Universidade Estadual Paulista
“Julio Mesquita Filho” sob o protocolo n° 03/2008-PH/CEP em 25 de
marco de 2008 (Anexo A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 72 dentes humanos unirradiculados
recém-extraidos de consultérios particulares que, apds a exodontia, foram
limpos e imersos em solucdo salina fisiolégica até o momento do uso. A
selecdo dos dentes foi feita baseada nas dimensfes e similaridade
morfolégica das raizes. As coroas foram seccionadas com disco de
carburundum (Carbodent Gysi S.A., Buenos Aires, Argentina),

padronizando o comprimento dos espécimes em 16£0,5 mm.
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Depois de seccionados, os espécimes foram
submetidos a instrumentacgéao inicial dos canais radiculares realizada em
toda sua extensao, desde seu diametro anatémico até a lima tipo Kerr n°
30. Os canais foram irrigados, com 3 ml de solucao salina fisiolégica a
cada troca de instrumento e apés, foram preenchidos com acido
etilenodiaminotetracético 17% (EDTA- lodontec, Porto Alegre, RS), o qual
foi agitado com uma lima tipo Kerr n® 15 por 3 min. A irrigac¢ao final foi
realizada com 10 ml de solug¢ao salina fisiolégica. Em seguida, os canais
radiculares foram secos com cones de papel n® 30, foi realizado
vedamento da regiao apical dos dentes com resina composta
fotopolimerizavel Z-100 (3M, Dental Products, St Paul, USA) e as raizes
impermeabilizadas externamente com duas camadas de adesivo epéxi
ARALDITE (Brascola, Sao Paulo, SP, Brasil), exceto a regiao da abertura
cervical (Molina, 2008).

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em 6
placas de cultura celular de 24 poc¢os (TPP,Switzerland), com 12 dentes
em cada, os quais foram fixados com resina acrilica quimicamente

ativada, aproximadamente 5 mm de altura (Figura1).

Figura 1 — Raizes incluidas com resina acrilica na placa de contagem de células:
a) distribuicdo dos 12 espécimes na placa; b) detalhe dos dentes

incluidos.
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As placas foram tampadas e embaladas. Estas placas e
todos os materiais que foram utilizados até o final do experimento foram
encaminhados a Empresa Brasileira de Radiacdo (EMBRARAD) para
esterilizacao por radiagcado gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 h) para

neutralizar endotoxinas pré-existentes 2.

4.2 Contaminacao dos canais radiculares

Todo procedimento de contaminagéo intracanal dos
espécimes foi realizado no interior da camara de fluxo laminar. Foram
realizadas suspensdes padronizadas (1x10° células/ml) de culturas
recentes de 24 h de incubagdo dos microrganismos: Escherichia coli
(ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e Candida albicans
(ATCC 18804). As suspensbes foram padronizadas em
espectrofotometro (Shinadzu modelo UV-1203, Kyoto- Japan), cujos
valores de densidade éptica (D.O) e comprimento de onda (3) para
quantidade de 1x10° células/ml foram previamente estabelecidos no
laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”, campus de Sao

José dos Campos.

Os canais radiculares foram primeiramente contaminados
com 10 ul de suspenséo contendo Escherichia coli (1x10° células/ml) em
solucéo fisiologica apirogénica (Aster Produtos Médicos LTDA, Sorocaba,
SP) juntamente com 10 ul de caldo infuso cérebro e coragéao (BHI- Detroit,
USA). Os espécimes foram mantidos em estufa a 37+ 1°C, em umidade
relativa, por 7 dias. Apés, foram adicionados nos canais radiculares 10 pl
de suspensao contendo Enterococcus faecalis (1x10° céls./ml) e 10 pl de

suspensio contendo Candida albicans (1x10° céls./ml) mais 10 pl de BHI.
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Os canais foram mantidos selados com bolinha de algodao apirogénica

embebida em caldo BHI e permaneceram na estufa a 37t 1°C, em

umidade relativa, por mais 21 dias, totalizando 28 dias de contaminacgao.

Durante este periodo, foram adicionados 20 ul de meio de cultura (caldo

BHI) no interior dos canais radiculares a cada 2 dias.

Apdés o periodo de 28 dias de contaminacao, foi

realizada a coleta do interior do canal de todos os espécimes para

confirmacdo da contaminagdo dos canais; esta coleta serviu como
controle (Molina, 2008).

Inoculagao da
suspencgao da

canais radiculares

Escherichia coli nos

22 Coleta

!

Medicacgao
intra-canal

14 dias

(36° dia)

4=

7 dias

(7° dia) Inoculagao da suspencgéao da
Candida albicans e (28° dia)
, Enterococcus faecalis nos 1
7 dias . . .
canais radiculares 21 dias
o
Preparo (29° dia) m—
] et oleta de
Biomecanico
A _ Confirmagao
12 coleta :
1 dia
(50° dia) (57° dia)
0 ~ a
Remocao da medicagao - 4% coleta
intracanal e 32 coleta 7 dias

Figura 2- Esquema da sequéncia da semeadura e tratamento dos

espécimes.
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4.3 Coleta de Confirmacgao

Para a coleta, os canais radiculares foram
preenchidos com solu¢ao salina fisiolégica apirogénica e, com seringas
de 1 ml foram coletados 100 ul do conteudo do canal radicular. Este
conteudo foi depositado em eppendorfs contendo 900 pl de solugao salina
fisiologica estéril e apirogénica para posterior realizacdo das analises

microbiolégica e quantificagao de endotoxina.

4.4 Grupos experimentais

Apdés a coleta de confirmacdo da contaminag¢do, os
espécimes foram divididos em grupos de acordo com a solu¢ao irrigadora

e medicacao intracanal a ser utilizado (Quadro 1).



QUADRO 1: Divisao dos grupos de estudo
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Solucgao Irrigadora | Medicacao intracanal Grupos
Hipoclorito de sédio Clorexidina gel 2% Grupo 1
2.5% Hidroxido de calcio
o Grupo 2
(Byoférmula + Clorexidina gel 2%
Farmacia de
. - ~ Hidréxido de calcio
Manipulagdo, Sao
José dos Campos + Solugdo salina Grupo 3
SP) fisiolégica
Clorexidina gel 2% Grupo 4
Extrato glicélico de Hidroxido de calcio
_ o Grupo 5
gengibre 20% + Clorexidina gel 2%
Hidroxido de calcio
(ApisFlora, Ribeirdao | * Solugao salina Grupo 6
Preto, SP) fisiologica

Os canais radiculares foram instrumentados a 1mm

aquém do apice até a lima tipo Kerr n® 50 utilizando-se 3 ml de solucao
irrigadora a cada troca de instrumento. A irrigacdo e aspiracao foi
realizada utilizando agulhas 20 x 5,5 mm (Injex, Ourinhos, SP- Brasil) e
seringas de 5 ml apirogénicas (Injex, Ourinhos, SP- Brasil) auxiliado por

bomba a vacuo.
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45 Coletas do conteudo do canal radicular

Todas as coletas do conteudo do canal radicular seguiram
idéntica metodologia da coleta de confirmagao da contaminagao, ou seja,
os canais radiculares foram preenchidos com solugdo salina fisiolégica
apirogénica e, com seringas de 1 ml foram coletados 100 pl do conteudo
do canal radicular. Este conteudo coletado foi depositado em eppendorfs
contendo 900 pl de solucdo salina fisiolégica estéril e apirogénica para
posterior realizagdo de diluicbes seriadas, subsequente a semeadura em
funcao da analise microbiolégica e quantificagado de endotoxina através do

teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus.

Imediatamente apés o preparo biomecanico (PBM) foi
realizada a 12 coleta. Em prosseguimento, os canais foram preenchidos
com solucéo salina fisiologica estéril e apirogénica e vedados com bolinha
de algodao apirogénica. As placas contendo os espécimes foram
fechadas, seladas duplamente com fita adesiva e mantidas em estufa a

temperatura de 37£1°C e umidade relativa 100% durante 7 dias.

Sete dias apoés o PBM, foi realizada a 22 coleta.
Imediatamente, apds a 22 coleta os canais foram preenchidos com EDTA
17% por 3 min, o qual foi agitado com lima tipo Kerr n°® 35 e removido com
a irrigacao de 10 ml de solucao fisiolégica estéril e apirogénica. Em
seguida, os canais foram preenchidos com as medicagdes intracanais
estudadas. A manipula¢gdo das medicagdes intracanais foi realizada em
placas de petri estéril e apirogénica e introduzidas ao canal radicular com
auxilio de uma lima tipo Kerr n® 45. Assim, os Grupos 3 e 6 receberam
hidroxido de calcio (lodontec, porto Alegre, RS) e solugdo salina
fisiolégica com a consisténcia de pasta densa; os Grupos 1 e 4 receberam
clorexidina 2% (Byoférmula Farmacia de Manipulagdo, Sdo José dos
Campos, SP- Brasil) na forma gel, os Grupos 2 e 5 receberam a

associagao do hidréxido de calcio (lodontec, porto Alegre, RS) com a
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clorexidina 2% (Byoférmula Farmacia de Manipulagdo, Sdo José dos
Campos, SP- Brasil) na propor¢éao 1:1. Apds o preenchimento dos canais
radiculares com a medicacao intracanal, as aberturas cervicais dos canais
radiculares foram vedadas com bolinhas de algodao apirogénicas e as
placas contendo os espécimes foram fechadas, seladas duplamente com
fita adesiva e mantidas em estufa a temperatura de 37+1°C e umidade

relativa 100% por 14 dias.

Quatorze dias apdés a permanéncia da medicagdo no
interior do canal radicular, a medicagao foi removida com uma lima Kerr n°
35 e 10 ml de solugcédo salina fisiolégica apirogénica e em seguida foi
realizada a 32 coleta do canal radicular de forma semelhante ao descrito
anteriormente. Os canais foram mantidos com solugéo salina fisiolégica
apirogénica, e as aberturas cervicais foram seladas com bolinhas de
algodao apirogénicas. Apos 7 dias da remoc¢ado da medicagao intracanal,

foi realizada a 42 coleta (Figura 2).

Para todas as amostras coletadas, foram realizados
testes microbiolégicos e quantificacdo de endotoxinas para verificar

presenc¢a de microrganismos e endotoxinas nos canais radiculares.

4.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Foram realizadas diluicbes seriadas das amostras
coletadas do canal radicular e a partir destas dilui¢ées, aliquotas de 100
ul foram semeadas em duplicata em placas de petri em trés diferentes
meios de cultura, seletivo para cada microrganismo: Agar Sabouraud
Dextrose com cloranfenicol para Candida albicans, Agar Enterococcosel
para Enterococcus faecalis e Agar McConkey para Escherichia coli. As
placas foram mantidas em estufa a 37°C por 48 h, para determinagao de

UFC/mL. Em todas as coletas, a atividade antimicrobiana dos tratamentos
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foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de col6nias por
mililitro (UFC/mL) de C. albicans, E.faecalis e E. coli remanescentes no
canal radicular. Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo
teste de Anova e de Sinais de Postos de Wilcoxon (amostras pareadas),

com significancia de 5%.

4.7 Verificacao da neutralizacao de endotoxinas no canal radicular

Foi realizado o teste cinético cromogénico do lisado de
amebécitos de Limulus para quantificacdo de endotoxinas. Este teste foi
realizado em duplicata para todas as coletas do conteludo do canal
radicular: imediatamente apés instrumentacdo, apdés 7 dias do preparo
biomecanico, imediatamente apés o periodo de ag¢dao da medicagao

intracanal e sete dias ap6s sua remocéo.

4.7.1 Lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) — teste cinético cromogénico
(QCL)

O Limulus é constituido por um lisado dos amebdcitos
circulantes de caranguejos-ferradura que, quando exposto a quantidades
pequenas de endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como sua
viscosidade, tornando-se um gel duro *’. Levin e Bang *, em 1968,
demonstraram que a formagao do coagulo é resultado de uma reacéao

enzimatica entre a endotoxina e uma proteina coagulavel na circulagao do



37

amebdcito Limulus. Assim, pelo método QCL cinético do LAL, a
endotoxina da bactéria Gram-negativa catalisa a ativagdo de uma pré-
enzima em enzima. A enzima ativada catalisa a clivagem do substrato
sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNa em peptideo (Ac-lle-Glu-Ala-Arg) e p-
nitroanilina (pNa), de coloragdo amarela. A pNa transformada durante a
reagao é medida fotometricamente a 405 nm continuamente durante o
periodo de incubacao (37 °C). A concentracao de endotoxina da amostra
é calculada a partir de seu tempo de reagcao por comparagao ao tempo de
reacao das solugbes-padrao contendo quantidades conhecidas de

endotoxina.

Nos dias do teste, as amostras coletadas do canal
radicular foram submetidas a analise quantitativa de LPS pelo método
cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (cinético QCL -
LAL). Inicialmente foram realizadas diluicbes da endotoxina padrao de E.
coli em diferentes concentragées que representaram os padrées de
comparagao das amostras (curva-padréo). Para cada amostra, foi
realizado um controle positivo (amostra do conteudo do canal radicular

adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma microplaca apirogénica de 96 pogos (Costar
Corning, New York, USA), foram adicionados 100 pl de agua apirogénica
(branco da reacgéo), os padrdes de endotoxina, as amostras coletadas do
canal radicular e os controles positivos. Os testes foram realizados em
duplicata. A placa foi incubada no leitor cinético QCL (Cambrex Bio
Science, MD, USA) a 37£1°C por 10 min, o qual estava acoplado a um
microcomputador com software Wink QCL especifico para gerenciamento,
execucao e emissao de relatorios. Apos, foram adicionados em cada pogo
da placa 100 uL do reagente cinético cromogénico do LAL, com uma
multipipeta de 8 canais e ponteiras apirogénicas. Apds o inicio do ensaio
cinético, o software da leitora de microplacas foi monitorado, de forma
continua durante todo o ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada pog¢o da
microplaca. O leitor determinou o tempo necessario para aumentar a

absorbancia de cada pog¢o a 0,2 unidades de absorbancia, que foi
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denominado tempo de reagdo. O software WinkQCL automaticamente
calculou uma correlagao linear log/log do tempo de reacdo de cada
padrdo com a concentragdo de endotoxina correspondente. Os

parametros da curva-padrao foram impressos no relatério de impressao.

Os resultados deste teste foram submetidos a analise
estatistica pelo testes Kuskal Wallis e de Dunn, com nivel de significancia
de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Analise microbiolégica

O crescimento de Enterococcus faecalis, Candida
albicans e Echerichia coli foi verificado em todos canais radiculares apos
a coleta de confirmacéo. Os valores médios de unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC/ml) obtidos em cada espécime dos grupos
experimentais, na coleta de confirmacao, apés preparo biomecanico (12
coleta), apos 7 dias do preparo biomecanico (22 coleta), apés 14 dias de
medicacao intracanal (32 coleta) e apds 7 dias de remoc¢éao da medicacao
intracanal (42 coleta) de acordo com o microrganismos estao expostos

nas Tabelas de 1 a 6.
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Tabela 1 — Valores médios de UFC/ml de E. coli dos grupos que
utilizaram hipoclorito de sédio como irrigante.

E. coli Confirmagao 12 coleta 23 coleta 32 coleta 42 coleta

Grupo 1 Hipoclorito de sé6dio Clorexidina
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Tabela 2 — Valores médios de UFC/ml de E. faecalis dos grupos que
utilizaram hipoclorito de sédio como irrigante.

E. faecalis _Confirmacdo 1?coleta  2%coleta _3%coleta 47 coleta

Grupo 1 Hipoclorito de sédio Clorexidina
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Tabela 3 — Valores médios de UFC/ml de C. albicans dos grupos que
utilizaram hipoclorito de sédio como irrigante.

C.

) Confirmacao 12 coleta 23coleta 3% coleta 42 coleta
albicans

Grupo 1 Hipoclorito de so6dio Clorexidina
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Tabela 4 — Valores médios de UFC/ml de E. coli dos grupos que
utilizaram extrato de gengibre como irrigante.

E. coli Confirmacao __1?coleta _ 2%coleta _ 3%coleta 4% coleta _

Grupo 4 Gengibre Clorexidina
1 592000 26 472 0 0
2 721000 0 462 0 0
3 3320000 0 503 0 0
4 2810000 31 426 0 0
5 3100000 62 316 0 0
6 7640000 93 287 0 0
7 3240000 0 225 0 0
8 3160000 0 676 0 63
9 4160000 0 499 0 69
10 520000 1 510 0 0
11 3440000 0 458 0 34
12 840000 0 406 0 0
Grupo 5 Gengibre Clorexidina + CaOH
1 3880000 0 196 0 0
2 150000 1 400 0 1
3 1570000 0 250 0 18
4 392000 0 480 0 200
5 940000 54 362 0 0
6 520000 0 462 0 2
7 1510000 0 0 0 0
8 1310000 0 450 0 167
9 2840000 0 432 0 2
10 1320000 0 346 0 1
11 1030000 0 98 0 0
12 244000 0 364 0 0
Grupo 6 Gengibre CaOH
1 2200000 370 525 0 0
2 1880000 0 230 0 276
3 152000 168 184 0 292
4 2640000 65 212 42 351
5 1690000 76 257 0 83
6 166000 0 311 0 2
7 1120000 0 0 0 0
8 9600000 0 0 0 117
9 304000 122 408 0 263
10 236000 0 53 0 298
1 168000 0 238 0 300
12 780000 0 4 0 1
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Tabela 5 — Valores médios de UFC/ml de E. faecalis dos grupos que
utilizaram extrato de gengibre como irrigante.

E. faecalis__Confirmacdo _12coleta _ 2%coleta _ 3%coleta 4% coleta _

Grupo 4 Gengibre Clorexidina
1 1350000 19 4 0 0
2 2520000 0 60 0 0
3 2350000 0 120 0 0
4 1860000 2 139 0 20
5 4160000 0 454 0 0
6 980000 18 62 0 0
7 580000 0 412 0 0
8 1880000 12 434 21 64
9 1110000 15 272 0 0
10 2100000 4 348 0 0
11 168000 0 304 0 1
12 290000 0 300 0 0

Grupo 5 Gengibre Clorexidina + CaOH
1 1440000 6 324 0 20
2 540000 0 260 0 0
3 330000 0 413 0 0
4 720000 1 366 0 8
5 1140000 55 195 1 0
6 1080000 104 296 0 1
7 1290000 0 2 0 193
8 560000 0 255 0 6
9 430000 34 144 0 0
10 390000 0 144 0 39
11 980000 0 346 0 0
12 870000 0 274 0 2

Grupo 6 Gengibre CaOH
1 1560000 100 150 0 0
2 520000 8 290 0 48
3 1460000 0 270 1 0
4 1650000 58 330 0 47
5 1430000 40 202 10 276
6 830000 0 188 0 167
7 1200000 15 0 1 51
8 810000 0 19 0 127
9 760000 16 193 0 52
10 480000 0 308 0 316
1 830000 0 110 0 48
12 490000 0 5 0 3
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Tabela 6 — Valores médios de UFC/ml de C. albicans dos grupos que
utilizaram extrato de gengibre como irrigante.

C.
albicans

Confirmagao

12 coleta

22 coleta
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42 coleta
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Analisando a Tabela 1, constata-se auséncia de
crescimento de UFC/mL de E. coli apés o preparo biomecanico com
hipoclorito de sédio 2,5% como agente irrigante; mesmo apods 7 dias apds
preparo biomecanico, com exce¢ao de 2 espécimes. A Tabela 4 mostra
que o extrato de gengibre eliminou E. coli em 41,66% dos espécimes
imediatamente ao preparo biomecanico e que houve recolonizagdo do

canal principal apés 7 dias do preparo biomecanico.

Considerando a Tabela 2, observa-se auséncia de
crescimento de UFC/mL de E. faecalis apés o preparo biomecanico com
hipoclorito de sédio 2,5% como agente irrigante; permanecendo neste
quadro por 7 dias apds preparo biomecénico, com excecao de 4
espécimes. A Tabela 5 mostra que o extrato de gengibre eliminou E.
faecalis em 43,75 % dos espécimes, recolonizando o canal principal apés

7 dias do preparo biomecanico.

Observando a Tabela 3, Vverifica-se auséncia de
crescimento de UFC/mL de C. albicans apds preparo biomecanico com
hipoclorito de sédio 2,5% como agente irrigante; permanecendo neste
quadro por 7 dias apos preparo biomecanico, com excecdo de 1
espécime. Entretanto, a Tabela 6 mostra que o extrato de gengibre
eliminou C. albicans em 79,17% dos espécimes, sendo que 23 espécimes
permaneceram sem crescimento mesmo 7 dias apds preparo

biomecanico.

As Figuras 3 a 8 ilustram o diagrama de pontos da
reducao percentual de UFC/MI de E. coli e E. faecalis ap6és o uso de

irrigantes e apds a medicacgao intracanal.
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Figura 3- Diagrama de pontos (Dotplot) da redu¢do (em porcentagem)
de UFC/mL de E. faecalis obtidos apds 7 dias do uso do
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agente irrigante nos grupos experimentais.

Reducdo da £ faecalis apos Medicacdo Intracanal
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Figura 4- Diagrama de pontos (Dotplot) da redug¢do (em porcentagem)
de UFC/mL de E. faecalis obtidos apés 7 dias do uso da
medicagao intracanal nos grupos experimentais.
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Figura 5- Diagrama de pontos (Dotplot) da redugcéo (em porcentagem)
de UFC/mL de E. coli obtidos apds 7 dias do uso do agente
irrigante nos grupos experimentais.
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Figura 6- Diagrama de pontos (Dotplot) da redugao (em porcentagem)
de UFC/mL de E. coli obtidos apdés 7 dias do uso da
medicacao intracanal nos grupos experimentais.
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Conferindo as Figuras 3 e 6, percebe-se a reducao dos
microrganismos apoés uso dos agentes irrigantes quando comparado com
o numero inicial obtido a partir da coleta de confirmag¢ao. As medicag¢des
intracanais no periodo de 14 dias no interior dos canais radiculares foram
capazes de eliminar ou reduzir UFC/mL de E. coli e E. faecalis que
sobreviveram ao preparo biomecanico e que recolonizaram o canal
principal apdés 7 dias (Figura 3 e 5). Candida albicans mostrou-se
resistente ao hidréxido de calcio apenas em dois espécimes, conseguindo
recolonizar os canais radiculares de seis espécimes, em 7 dias. Os
resultados da reducdo de UFC/mL apés o uso de irrigantes e a reducao
de UFC/mL apo6s medicacéo intracanal foram comparados e submetidos a
analise estatistica através do Teste de Sinais de Postos de Wilcoxon
(amostras pareadas), com significancia de 5%. Verificou-se que houve
diferenca estatistica nos Grupos 4 e 5 na redugao da E. coli. Em relacéo a

reducado de E. faecalis houve diferenca estatistica nos Grupos 3,4e 5.
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Tabela 7- Estatistica descritiva de Enterococcus faecalis na coleta de

confirmacao.
. Coeficiente
., .. | Desvio- - .
Grupos | Média - de Minimo | Maximo
padrao L~
variacao
G1 1086000 1360888 125,31 71000 4870000
G2 1399167 1147578 82,02 460000 4500000
G3 475083 216286 45,53 72000 770000
G4 1612333 1122125 69,60 168000 4160000
G5 814167 373691 45,90 330000 1440000
G6 1001667 435365 4346 480000 1650000

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio
2,5% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5%
+ hidroxido de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%;
G5: Extrato de gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6:
Extrato de gengibre 20% + hidréxido de calcio;

Tabela 8 - Estatistica descritiva de Enterococcus faecalis na primeira

coleta.
. Coeficiente
- Desvio- . .
Grupos | Média - de Minimo | Maximo
padrao .

variacao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G4 5,83 7,78 133,36 0,00 19
G5 16,67 32,61 195,69 0,00 104
G6 19,75 31,37 158,86 0,00 100

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sodio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;
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Tabela 9 - Estatistica descritiva de Enterococcus faecalis na segunda

coleta.
. Coeficiente
4 Desvio- - .
Grupos | Média ~ de Minimo | Maximo
padrao o~
variagao
G1 0,33 1,15 346,41 0,00 4
G2 12,80 44,50 346,10 0,00 154
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G4 242,40 158,9 65,54 4 454
G5 251,60 114,6 45,56 2 413
G6 172,10 118,2 68,71 0,00 330

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sddio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;

Tabela 10 - Estatistica descritiva de Enterococcus faecalis na terceira

coleta.
. Coeficiente
- Desvio- . .
Grupos | Média ~ de Minimo | Maximo
padrao n

variagao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G4 1,75 6,06 346,41 0,00 21
G5 0,08 0,28 346,41 0,00 1
G6 1 2,86 286,04 0,00 10

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sodio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de célcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de célcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;
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Tabela 11 - Estatistica descritiva de Enterococcus faecalis na quarta

coleta.
. Coeficiente
4 Desvio- - .
Grupos | Média ~ de Minimo | Maximo
padrao o~
variagao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 17,40 57,5 330,40 0,00 200
G3 47,50 111,7 235,10 0,00 337
G4 7,08 18,82 265,65 0,00 64
G5 22,40 55 24524 0,00 193
G6 94,6 106,5 112,63 0,00 316

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;

Tabela 12 - Estatistica descritiva de Escherichia coli na coleta de

confirmacao.
. Coeficiente
. .. | Desvio- . .
Grupos | Média ~ de Minimo | Maximo
padrao -~
variagcao
G1 1433340 192964 55,70 61 630000
G2 2660274 3053829 88,15 94 9200000
G3 1416105 2069559 59,74 72 7360000
G4 2795250 2013720 58,13 520000 7640000
G5 1308833 1096174 31,64 150000 3880000
G6 1744667 2627193 75,84 152000 9600000

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio
2,5% + hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sddio 2,5%
+ hidroxido de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%;
G5: Extrato de gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6:
Extrato de gengibre 20% + hidréxido de calcio;



Tabela 13- Estatistica descritiva de Escherichia coli na primeira coleta.

. Coeficiente
4 Desvio- - .
Grupos | Média - de Minimo | Maximo
padrao o~
variagao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G4 17,75 30,67 8,85 0,00 93,00
G5 4,58 15,56 4,49 0,00 54,00
G6 66,8 111,40 32,2 0,00 370,00

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;

Tabela 14 - Estatistica descritiva de Escherichia coli na segunda coleta.

. Coeficiente

. 4 Desvio- .. -
Grupos | Média - de Minimo | Maximo
padrao L

variacao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 0,08 0,28 0,08 0,00 1
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G4 436,7 1191 34,4 225 676
G5 320 1531 442 0,00 480
G6 201,8 167,1 482 0,00 525

G1: Hipoclorito de sddio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio
2,5% + hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% +
hidroxido de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5:
Extrato de gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de
gengibre 20% + hidroxido de célcio;
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Tabela 15- Estatistica descritiva de Escherichia coli na terceira coleta.

. Coeficiente

1 Desvio- - -
Grupos | Média - de Minimo | Maximo
padrao o~

variagao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G6 3,50 12,12 3,50 0,00 42

G1: Hipoclorito de sodio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;

Tabela 16- Estatistica descritiva de Escherichia coli na quarta coleta.

. Coeficiente

. 1 Desvio- . .
Grupos | Média - de Minimo | Maximo
padrao L

variacao
G1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G3 55,80 193,40 55,80 0,00 670
G4 13,83 26,27 7,58 0,00 69
G5 32,60 71 20,5 0,00 200
G6 165,30 143,20 413 0,00 351

G1: Hipoclorito de sddio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sddio
2,5% + hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% +
hidroxido de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5:
Extrato de gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de
gengibre 20% + hidroxido de célcio;
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5.2 Quantificacao de endotoxinas

Os valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL)
obtidos em cada espécime dos grupos experimentais estdao evidenciados

nas Tabelas 17 e 18.

Analisando os resultados, pode-se averiguar que nos
Grupos 2, 4, 5 e 6 houve aumento de endotoxina na 2?2 coleta quando
comparada a coleta imediatamente apés o preparo biomecanico com

sete dias apo6s preparo biomecanico (Figuras 9 e10; Figuras 13 a 18).

Seguidamente a remog¢ao da medicagao intracanal, pode-
se verificar significativa redu¢do de endotoxinas nos grupos avaliados
(Figuras 7 a 18). E mesmo apés 7 dias de remocdao da medicacao
intracanal os valores de endotoxinas nestes grupos permaneceram

baixos.
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Tabela 17 — Valores médios de Endotoxinas de E. coli dos grupos que
utilizaram hipoclorito de s6dio como irrigante.

Confirmacdo __ 12coleta _ 2?coleta 32 coleta 42 coleta _

Grupo 1 Hipoclorito de sédio Clorexidina
6450 78,1 539 132 581
21100 96,6 184 55,7 922
34600 384 868 22,6 1740
9500 370 358 22 150
3020 113 139 235 44,4
5000 245 172 49,8 320
574 178 642 10,7 47,9
2790 1560 683 432 435
17900 242 770 5 10,1
23000 842 645 116 1110
10700 653 231 56,5 96,1
19600 7450 5230 1870 1690

Hipoclorito de sédio Clorexidina + CaOH
42200 298 27,9 5 17,2
17300 103 75,7 5 12,4
29900 457 278 56,4 32,2
19100 995 400 124 191
14600 82,4 372 54,2 13,7
34300 601 5000 6,33 34
10100 425 306 16 5,73

6960 178 261 5 5,67
8380 1020 1270 14,2 10,1
1160 830 143 29,5 251
10800 74,4 7,36 5,93 5

Hipoclorito de sédio CaOH
12200 253 1600 9,51
14500 274 453 9,84
2360 274 36,4
4310 264 235
8870 335 207
2160 1560 12,5
30200 530 984
28700 1790 75,6
9750 308 452 73,1 5120
41700 4160 504 13,5 5,86
8740 1570 73,3 0 0
5030 1570 33,3 14,5 0

oo NoloNoNe]
[eNoNoNoNooNoNe)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
Grupo 2
1
2
3
4
5
6
7
8 3780 776 1220 7,14 11,5
9
10
11
12
Grupo 3
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
1
12




57

Tabela 18 — Valores médios de Endotoxinas de E. coli dos grupos que
utilizaram extrato de gengibre como irrigante.

Confirmacdo __ 12coleta _ 22coleta 32 coleta 42 coleta _

Grupo 4 Gengibre Clorexidina
13700 2690 5442 1490 1160
36200 8450 15387 115 960
50000 1430 1366 297 4240
26500 835 12415 1120 5320
23600 1230 29650 78,5 1230
50000 9300 9999 710 264
19600 399 11305 161 122
19600 3010 2039 240 50000
40300 499 18550 10,3 2580
35600 1500 11565 1350 1580
21700 1430 37550 5 50000
50000 25100 20399 52,6 1090

Gengibre Clorexidina + CaOH
50000 659 1130 896 588
6590 268 20300 466 128
4070 154 50000 425 714
14000 1250 19200 771 8090
1960 504 2130 224 2920
50000 3170 50000 1060 608
29500 16000 15300 88,4 604

68700 114 980 145 543

28200 375 2080 153 4,60
12200 3480 4190 57,7 64,2
32000 14200 28200 267 1280

Gengibre CaOH

3520 536 2150 64,5 9,10
6700 221 6700 34,6 1350
7640 160 50000 106 975
3830 1510 3060 75,6 50000
7740 1490 50000 153 15,3
2770 573 1970 1540 459
8740 1490 1160 32,7 413
6870 763 2340 98 3,88
4770 8800 50000 145 5
3980 2720 2470 13,3 5
3620 5510 50000 445 5

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Grupo 5

1

2

3

4

5

6

7

8 70100 882 50000 207 2410
9

10
11

12

Grupo 6

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
1

12 6320 9050 3590 279 4,59
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Os dados foram submetidos ao teste estatistico de Kruskall-Wallis
e teste de Dunn (5%). Na 12 Coleta, imediatamente ao preparo
biomecanico, verifica-se que os Grupos 5 e 6 (ambos extrato de gengibre)
foram semelhantes entre si. Entretanto, o Grupo 2 (hipoclorito de sédio)

difere estatisticamente do Grupo 4 (extrato de gengibre).

Na segunda coleta, apo6s sete dias do preparo
biomecanico, o Grupo 5 (extrato de gengibre) difere dos Grupos 1,2 e 3
(ambos hipoclorito de sédio); sendo semelhante aos Grupos 5 e 6

(ambos extrato de gengibre).

Na terceira coleta, apés 14 dias com medicacéo
intracanal, os Grupos 2 (hipoclorito de soédio + hidréxido de calcio
associado clorexidina) e 3 (hipoclorito de sédio + hidréxido de calcio)
foram semelhantes. Mas os Grupos 2 e 3 foram estatisticamente diferente
do Grupo 5 (extrato de gengibre + hidréxido de calcio associado

clorexidina).

Na quarta coleta, 7 dias ap6s a remogao da medicacéo,
os Grupos 2 (hipoclorito de sédio + hidroxido de calcio associado
clorexidina), 3 (hipoclorito de sddio + hidroxido de calcio) e 6 (extrato de
gengibre + hidroxido de calcio) foram semelhantes, diferindo do Grupo 4

(extrato de gengibre + clorexidina).

As Tabelas 19 a 22 mostram a estatistica descritiva e a

representacao dos grupos homogéneos apés diferentes tratamentos.
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Tabela 19 -Estatistica descritiva de endotoxina (EU/mL) e
representacéo dos grupos homogéneos na primeira
coleta.

., ,._ | Desvio-| . . . . Grupos

Grupos | Média - | Minimo | Mediana | Maximo p

padrao homogéneos
G1 1017,6 2069,4 78,100 307,50 7450,0 B C
G2 486,65 353,38 74,400 441,00 1020,0 C
G3 1074,0  1160,1 253,00 432,50 41600 A BC
G4 4656,1 7090,4 399,00 1465,0 25100 A B
G5h 3421,3 5580,9 114,00 770,50 16000 ABC
G6 27353  3237,8 160,00 1490,0 90500 A BC

G1: Hipoclorito de sddio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sodio 2,5%
+ hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido
de calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de
gengibre 20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre
20% + hidroxido de calcio;

TABELA 20 -Estatistica descritiva de endotoxina (EU/mL) e

representacdo dos grupos homogéneos na
segunda coleta.
Grupos | Média | Desvio- | Minimo | Mediana | Maximo Grupos
padrao homogéneos

G1 871,75 1395,8 139,00 590,50 5230,0 BC

G2 780,08 13936 7,4000 292.00 5000,0 c

G3 354,87 48516 12,500 141,30 1600,0 c

G4 14639 10727 1366,0 11990 37550 A

G5 20293 19994 980,00 17250 50000 A

G6 18620 23215 1160,0 33250 50000 A

G1: Hipoclorito de sddio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sodio 2,5% +
hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido de
calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de gengibre
20% + hidréxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre 20% +
hidréxido de calcio;
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Tabela 21- Estatistica descritiva de endotoxina (EU/mL) e representacao
dos grupos homogéneos na terceira coleta.

Grupos | Média Desvio Minimo | Mediana | Maximo Grupﬁos
padrao homogéneos

G1 200,58 527,20 5,0000 46,500 1870,0 BCD

G2 27,383 35,706 5,0000 10,650 124,00 CcCD

G3 10,033 20,702 0,0000 0,0000 73,100 D

G4 469,12 552,21 5,0000 200,50 1490,0 BC

G5 338,85 326,44 57,700 215,50 1060,0 AB

G6 238,02 429,00 13,300 86,800 1540,0 BCD

G1: Hipoclorito de sédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio 2,5% +
hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido de
calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de gengibre 20%
+ hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre 20% + hidroxido de

calcio;

Tabela 22- Estatistica descritiva de endotoxina (EU/mL) e representag¢ao
dos grupos homogéneos na quarta coleta.

Grupos | Média Desvio Minimo | Mediana | Maximo GruP.OS
padrao homogéneos

G1 562,92 649,57 10,100 235,00 1740,0 BCD

G2 30,300 51,565 5,0000 13,050 191,00 CD

G3 42716 14779 0,0000 0,0000 5120,0 D

G4 98788 18804 122,00 1405,0 50000 AB

G5 14962  2265,6 4,6000 606,00 80900 ABC

G6 44030 14366 3,9000 7,0500 50000 cD

G1: Hipoclorito de sdédio 2,5% + clorexidina gel 2%; G2: Hipoclorito de sédio 2,5% +
hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G3: Hipoclorito de sédio 2,5% + hidréxido de
calcio; G4: Extrato de gengibre 20% + clorexidina gel 2%; G5: Extrato de gengibre 20%
+ hidroxido de calcio/clorexidina gel 2%; G6: Extrato de gengibre 20% + hidroxido de

calcio;
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Figura 7- Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina
(EU/mL) de E. colido Grupo 1, em cada coleta.
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Figura 8- Representagao grafica da redu¢ao de endotoxina (EU/mL) de E.
coli do Grupo 1, nas coletas apds inicio do tratamento.
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Figura 9- Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina
(EU/mL) de E. colido Grupo 2, em cada coleta.
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Figura 10- Representagao grafica da redugao de endotoxina (EU/mL) de
E. coli do Grupo 2, nas coletas apés inicio do tratamento.
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Figura 11- Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina
(EU/mL) de E. coli do Grupo 3, em cada coleta.
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Figura 12- Representagao grafica da reducao de endotoxina (EU/mL) do
Grupo 3, nas coletas ap6s inicio do tratamento.
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Figura 13- Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina
(EU/mL) de E. coli do Grupo 4, em cada coleta.
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Figura 14- Representacdo grafica da reducdo de endotoxina (EU/mL) do
Grupo 4, nas coletas ap6s inicio do tratamento.
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Figura 15- Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina
(EU/mL) de E. colido Grupo 5, em cada coleta.
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Figura 16- Representacao grafica da reducdo de endotoxina (EU/mL) do
Grupo 5, nas coletas apos inicio do tratamento.
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Figura 17- Diagrama de pontos (Dotplot) dos valores de endotoxina
(EU/mL) de E. coli do Grupo 6, em cada coleta.
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Figura 18- Representagédo grafica da redugédo de endotoxina (EU/mL) do
Grupo 6, nas coletas apds inicio do tratamento.
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A comparacao da reducao de endotoxinas do final do
experimento (42 coleta) com a quantificacdo do inicio do experimento
(coleta de confirmacao) foi realizada através dos testes Kuskal Wallis e de
Dunn, com nivel de significancia de 5%. Foi verificado que os Grupos 2,3
e 6 reduziram semelhantemente. E foram diferentes estatisticamente dos
Grupos 1 e 4 (Figura 23).

Redug¢ao mediana - Endotoxina

-80 o
I
100 —r
2
120+
140
G1 G2 G3 G4 G5 G6

Figura 23- Representagcao grafica da comparagao (em porcentagem),
entre grupos, sobre redugéo de endotoxina (EU/mL) a partir
da coleta de confirmagao a 42 coleta.



6 Discussao

6.1 Da metodologia

A padronizagado e o numero de espécimes utilizados nas
pesquisas influenciam diretamente os resultados e consequentemente
determinam qual inferéncia tera na comunidade cientifica. Portanto os
espécimes foram padronizados quanto a anatomia, comprimento radicular
(tamanho em 16+0,5mm) e diametro radicular (até lima Kerr n° 30), ainda
foi realizado o vedamento do apice das raizes com resina
fotopolimerizavel seguido de impermeabilizacdo da raiz com resina epoéxi
para impossibilitar a saida dos microrganismos, substancias quimicas

auxiliares e medicagdes intracanais durante todo experimento.

A fixacao dos espécimes em placas de cultura de células
de 24 pocos foi realizada com o propdsito de diminuir o risco de
contaminag¢ao durante o preparo biomecanico®. Além disto, todos os
materiais, previamente ao experimento, estavam isentos de endotoxina
para nao haver interferéncia nos resultados. Para isto, todos materiais
foram esterilizados com radiacdo gama cobalto 60, pela Empresa
Brasileira de Radiagdao (EMBRARAD). Segundo Csako, em 1983, esta
radiacdo é capaz de neutralizar as endotoxinas provavelmente devido a

destruicao da porgao polissacaridica e altera¢ao do lipideo A.

Para este estudo foram escolhidos trés importantes
microrganismos, que representaram classes diferentes: Bactérias Gram-
negativas, Fungos e Bactérias Gram-positivas. O tempo de contaminacao
dos canais radiculares com os microrganismos: Escherichia coli, Candida

albicans e Enterococcus faecalis foi estabelecido por Molina em 2008,
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apos varias tentativas de associagao. Inicialmente, os canais radiculares
foram contaminados por Escherichia coli e apos 7 dias, Candida albicans
e Enterococcus faecalis foram inoculados nos canais radiculares. Foi
aguardado um periodo de 21 dias, a contar do dia da inoculagcao de
Candida albicans e Enterococcus faecalis até a coleta de confirmagao
para que os microrganismos penetrassem em profundidade nos tubulos
dentinarios (Matsushita et al., 1999).

Candida albicans e Enterococcus faecalis sao
microrganismos comumente relacionados as infec¢des endoddnticas e
que se apresentam resistentes a determinadas substancias consagradas
na terapia endodéntica, como hidréxido de calcio; e por isto sao
constantemente estudados (Fergunson et al., 2002; Siqueira et al. 2003;
Menezes et al.,2004).

Escherichia coli raramente é associada a infecgbes
endoddnticas, embora possa ser encontrado em infec¢gdes secundarias
dos canais radiculares (Peculiene et al., 2001) . A maior contribuicéo
desta bactéria, neste estudo é seu subproduto liberado com a sua morte
ou divisdao, LPS (Endotoxina). A endotoxina de Escherichia coli é
considerada uma endotoxina padrao, por apresentar uma estrutura basica
do componente lipidico, que é responsavel pela toxidade, sendo utilizada
em varios estudos que avaliam a capacidade de irrigantes e medicacdes
intracanais em neutraliza-la (Maekawa 2007; Oliveira et al., 2007; Molina,
2008).

As substancias quimicas auxiliares utilizadas durante o
preparo dos canais radiculares foram: hipoclorito de sodio 2,5% e extrato
glicélico de gengibre 20%. Hipoclorito de sodio 2,5% foi selecionado para
este estudo por ser o irrigante mais difundido e estudado na Endodontia
sobre estes microrganismos (waltimo et al., 1999; Ercan et al., 2004; Ruff
et al., 2006). Em contrapartida, O extrato de glicélico de gengibre tem
chamado atengdo por apresentar atividade antimicrobiana com a

vantagem de ser um fitoterapico, e nao ter o inconveniente da
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citotoxidade presente no hipoclorito de sédio (Ficker et al., 2003; Agarwal
et al.,2008; Caires et al., 2008; Park et al., 2008).

Em relacdo a medicagcdo intracanal, optou-se pela
utilizacao do hidréxido de calcio sozinho ou associado a clorexidina 2%

gel, e clorexidina 2% gel sozinha, em virtude de suas propriedades.

O periodo de 14 dias de a¢ao da medicacao intracanal foi
devido ao hidréxido de calcio necessitar desse tempo para difundir-se nos
tubulos dentinarios e ter a acao satisfatéria sobre os microrganismos

presente na massa dentinaria (Herman et al., 1996).

Teste cromogénico do lisado do amebécito de Limulus, foi
selecionado por ser mais sensivel e confidvel para deteccdo de
endotoxinas, permitindo quantificar a endotoxina com maior precisao.
Neste teste, o leitor cinético acoplado a um microcomputador com
software Wink QCL especifico realiza o gerenciamento, execucao e
emissdo de relatérios. Este soffware calcula automaticamente os
parametros da curva-padrao e os valores da quantidade de endotoxina
das amostras dos canais radiculares. Este teste também é utilizado por
outros autores (Haight- Ponce et al., 1999; Oliveira et al., 2007; Martinho
et al. 2008; Molina, 2008).

6.2 Dos resultados

Nos Grupos que utilizaram hipoclorito de soédio 2,5%
(Grupos 1, 2, 3, 4) como irrigante, foi verificado auséncia de crescimento
de Candida albicans, Escherichia coli e Enterococcus faecalis
imediatamente ao preparo biomecanico (12 coleta), estando de acordo
com Schirrmeister et al., em 2007, que também nao detectou a presenca

de microrganismos imediatamente ao preparo biomecanico com
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hipoclorito de sédio 2,5% e EDTA 17% em 20 casos clinicos de

retratamento endodéntico.

Apos o preparo biomecéanico, os canais radiculares foram
preenchidos com solucao salina fisiolégica e permaneceram assim por 7
dias na estufa a temperatura de 37+1°C e umidade relativa 100%,
condicbes estas, que sao favoraveis a proliferagcdo dos microrganismos
sobreviventes ao preparo biomecanico e a sua recolonizagao no canal
principal. Entretanto, passado estes 7 dias, houve crescimento de
Candida albicans em um espécime; em dois espécimes crescem
Escherichia coli e em quatro espécimes crescem Enterococcus faecalis.
Este resultado é devido a acdo do hipoclorito de sbédio sobre os
microrganismos. Este irrigante promove alteragdes celulares biossitéticas
e destréi fosfolipidios pela formacédo de cloraminas que interferem no
metabolismo celular, inibindo de forma irreversivel as enzimas essenciais
das bactérias, além da degradacao de acidos graxos e lipidios resultando
na formacao de sabéao e glicerol (Estrela et al., 2002) . O crescimento de
Enterococcus faecalis possivelmente deve-se a habilidade deste
microrganismo invadir os tubulos dentinarios em profundidade®. Além
disto, tanto Candida albicans como Enterococcus faecalis se aderem ao
colageno exposto da dentina e desta forma, através da acao solvente, o
hipoclorito de sodio remove estas fibras colagenas expostas diminuindo a
forca de adesao e a aderéncia destes microrganismos a dentina (Turk et
al.,, 2008; Kishen et al., 2008). Mesmo assim, poucos microrganismos

permaneceram viaveis.

Nos Grupos que se utilizou extrato glicélico de gengibre
(Grupos 4, 5 e 6) como irrigante, houve reducgdo significante de
Escherichia coli e Enterococcus faecalis e eliminagao de Candida albicans
em 79,16% dos espécimes imediatamente ao preparo biomecanico (12
coleta). Estes resultados confirmam a acgao antifungica desempenhada
pelo extrato glicélico de gengibre sobre Candida albicans encontrados em
outros estudos in vitro (Fiker et al., 2003; Agarwal et al., 2008; Caires te

al. 2008). O fato de nao ter eliminado totalmente os microrganismos do
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canal principal durante o preparo biomecanico utilizando extrato glicélico
de gengibre como irrigante provavelmente beneficiou a rapida
proliferagdo, sendo observado um aumento de UFC/mL dos trés
microrganismos em 7 dias. Deve-se ressaltar que o extrato utilizado foi na
concentracao de 20%. Estudos prévios utilizando a concentracao de 10%
mostraram efetividade sobre Candida albicans. Portanto, é provavel que
em concentragbes maiores, o extrato de gengibre apresente maior

efetividade.

Observando as medicagdes intracanais percebe-se que a
clorexidina 2% gel foi satisfatoriamente efetiva contra Candida albicans,
Escherichia coli e Enterococcus faecalis que sobreviveram ao preparo
biomecanico; apresentando poucas UFC/mL apenas nos Grupos do

extrato glicélico de gengibre, na terceira e quarta coletas.

Ja a clorexidina associada ao hidréxido de calcio
apresentou-se ligeiramente menos efetiva que a clorexidina sozinha.
Estes resultados concordam com Ercan et al.(2006), Ballal et al. (2007) e
Wang et al. (2007). Provavelmente, esta diminuicdo na efetividade da
associacao hidroxido de calcio/clorexidina seja devido a perda de
atividade da clorexidina apés 7 dias. Mesmo assim, a clorexidina
associada ao hidréxido de calcio foi mais efetiva quando comparada com
o hidréxido de calcio sozinho, coincidindo com os resultados de Gomes et
al. (2006) que verificaram a atividade antimicrobiana da clorexidina 2%
gel, do hidréxido de calcio sozinho e associado a clorexidina sobre

patégenos endodénticos.

Apesar do hipoclorito de sédio 2,5% e do extrato
glicélico de gengibre 20% utilizados no preparo biomecanico terem
apresentado atividade antimicrobiana sobre E. coli, os mesmos nao
foram capazes de eliminar as endotoxinas presentes no canal radicular;
ainda que tenham conseguido reduzir consideravelmente a quantidade
de endotoxina (na 12 coleta) quando comparado ao numero de
endotoxinas na coleta de confirmagao. Estes resultados concordam

com outros estudos que também verificaram que o preparo
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biomecanico com solu¢ao de hipoclorito de sédio nao é suficiente para
inativar a endotoxina (Haight- Ponce et al., 1999; Oliveira et al., 2007,
Martinho et al., 2008).

Verificou-se que apds 7 dias do preparo biomecanico
(22 coleta) houve alto aumento de endotoxinas em todos os Grupos que
utilizaram extrato glicélico de gengibre (Grupos 4, 5 e 6), e no Grupo 2
que utilizou hipoclorito de sdédio. Isto indica que um numero pequeno de
Escherichia coli resistente ao preparo biomecanico é suficientemente
capaz de produzir elevadas quantidades de endotoxinas no sistema de
canais radiculares. No caso do Grupo 2 (hipoclorito de sodio), que
Escherichia coli foi totalmente eliminada na 12 coleta, constata-se que a
morte destas bactérias também liberam endotoxinas, que permanecem
na massa dentinaria; este fato justifica o aumento do numero de
endotoxina na 22 coleta . Desta forma, & necessario o uso de
medicacbes que atuem, inativando as endotoxinas. Estes resultados
estdo de acordo com Maekawa, 2007, que avaliou a atividade
antimicrobiana e endotoxica do hipoclorito de sédio 2,5%, clorexidina

2% e hidroxido de calcio sobre Escherichia coli e sua endotoxina.

O uso da clorexidina 2% gel, como medicacao
intracanal, reduziu significantemente as endotoxinas (32 coleta) em
comparagao ao nhumero de endotoxinas encontrado na 22 coleta.
Mesmo assim, nao foi capaz de elimina-las em nenhum espécime.
Observa-se que os maiores valores de endotoxina foram encontrados
no Grupo 4 (Extrato de gengibre 20% + clorexidina 2%), o qual estava
presente Escherichia coli viavel mesmo apés 14 dias de medicacao
intracanal. Este fato estd em harmonia com Dahlén & Bergenholtz
(1980) que concluiu que a atividade endotéxica esta correlacionada ao

numero de bactérias Gram-negativas presentes no canal radicular.

Em alguns espécimes, o hidroxido de calcio como
medicag¢ao intracanal foi capaz de inativar completamente as
endotoxinas (Grupo 3). Outras pesquisas utilizando hidréxido de calcio

sobre endotoxinas, também demonstraram que o hidréxido de calcio é
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capaz de neutralizar endotoxinas presentes nos canais radiculares,
alterar as propriedades do LPS em estimular a produg¢ao anticorpos
pelos linfécitos B, além de eliminar a capacidade do LPS em induzir a
producao de TNF-a em mondécitos periféricos do sangue (Barthel et al.,
19997; Okiono et al., 2004).

A associagao do hidréxido de calcio com a clorexidina
2% mostrou resultados muito satisfatorios sobre as endotoxinas (Grupo
2: Hipoclorito de sdédio 2,5% + hidroxido de calcio/ clorexidina 2%),
evidenciando que esta associa¢ao uniu as propriedades do hidréxido
de calcio em neutralizar as endotoxinas com as propriedades
antimicrobianas e substantividade da clorexidina 2% gel sobre
Escherichia coli . Mas, a efetividade desta associacao esta limitada ao
numero de Escherichia coli viaveis no canal radicular, como foi
verificado no Grupo 5 (extrato glicolico de gengibre + hidréxido de

calcio/ clorexidina 2%).

Quando se compara, a acado sobre endotoxina, do
hidroxido de calcio sozinho com a associacdo do hidroxido de
calcio/clorexidina 2%, percebe-se que o hidréxido de calcio sozinho foi
mais efetivo. Possivelmente, existe uma relacdo da atividade
endotoxica do hidroxido de calcio com o veiculo utilizado. A clorexidina
perde a acao apos 7 dias do uso da medicacdo intracanal. Sendo
assim, para que associa¢ao atue em toda massa dentinaria de forma
satisfatéria o tempo deveria ser 7 dias. Entretanto, para padronizacao
dos grupos optou-se por um periodo de 14 dias para todos os grupos

experimentais.

Diante da analise dos resultados deste estudo, verifica-
se que o preparo biomecanico seguido da medicacéao intracanal diminui
a quantidade de microrganismos e endotoxinas. O uso do gengibre,
embora nao tenha apresentado resultados tao favoraveis, deve
continuar sendo objetivo de pesquisa, alterando a concentragdo deste

extrato que mostra resultados promissores.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

a) O extrato glicdlico de gengibre 20% é capaz de
eliminar Candida albicans. Além de ter acéo
antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e

Escherichia coli.

b) O hipoclorito de sédio 2,5% foi capaz de eliminar
totalmente Candida albicans, Enterococcus faecalis

e Escherichia coli apos o preparo biomecanico.

c) O extrato glicélico de gengibre 20% e hipoclorito de
sédio 2,5% reduziram significantemente as
endotoxinas, mas nao foram capazes de elimina-

las.

d) Todas medicagbes intracanais avaliadas neste estudo
diminuiram significantemente microrganismos e
endotoxinas dos canais radiculares.
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Aguiar APS. Action in vitro of glycolic extract of ginger and medications on
Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli and endotoxin
in root canals. [Dissertation]. Sdo José dos Campos: School of Dentisty
UNESP- Sao Paulo State University;20009.

ABSTRACT

The purpuse of this research was to evaluate the biomechanical
preparation (PBM) with glycolic extract of ginger and 20% sodium
hypochlorite 2.5% (NaOCI), followed by intracanal medication with 2%
chlorhexidine gel, calcium hydroxide, hydroxide calcium associated with
chlorhexidine gel 2% is effective on Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli and endotoxin in root canals. Seventy two
single-rooted human teeth was used and divided into 6 experimental
groups (nh = 12) according to the irrigating solution (ginger 20% or NaOCI
2.5%) used in the biomechanical preparation and intracanal medication
(calcium hydroxide + saline, calcium hydroxide + 2% chlorhexidine gel,
chlorhexidine gel 2%). Sampling was done of the contents of the root
canal to confirm contamination (collect of confirmation), immediately after
the instrumentation (1st collect), after 7 days of biomechanical
preparation (2nd collect) and after 14 days of the action of intracanal
medication (3rd collect) and 7 days after removal of the medication (4th
collect ). For all collections were performed the following tests: a)
evaluation of antimicrobial activity by sowing and counting CFU / mL of
each microorganism b) analyzing the content of endotoxin checked the
test of amebdcitos of Limulus lysate. All results were submitted to
analysis of variance ANOVA, with significance level of 5%, and the test of
Dunn. It appears that the NaOCl was able to eliminate the
microorganisms after PBM; The ginger significantly reduced the number
of bacteria and Candida albicans eliminated. Both irrigating solutions
(NaOCI and ginger) significantly reduced endotoxin but were unable to
eliminate them. The intracanais medications were effective in the
reduction of microorganisms, eliminating in the NaOCI groups. The
calcium hydroxide associated with a chlorhexidine significantly
decreased endotoxin, but not eliminated. It was concluded that ginger
dropped significantly decreased Candida albicans and Enterococcus
faecalis and Escherichia coli and endotoxinas on root canal.

Key words: Enterococcus faecalis, Candida albicans, Escherichia coli,
Endotoxin, Ginger.
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