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RESUMO

O objetivo desse estudo foi comparar a atividade antibacteriana de pastas
antibioticas contendo os fitoconstituintes terpineol e cinamaldeido com a pasta CTZ,
uma pasta triplo-antibidtica utilizada em pulpotomias de dentes deciduos, frente ao
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Determinou-se a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) dos fitoconstituintes, por meio da técnica de microdiluicdo em caldo,
com analise visual dos resultados. Constituiu-se 5 grupos de pastas experimentais:
oxido de zinco + terpineol (GT); 6xido de zinco + cinamaldeido (GC); 6xido de zinco
+ terpineol + cinamaldeido (GTC); 6xido de zinco + clorexidina (GCHX); éxido de
zinco + eugenol + cloranfenicol + tetraciclina (CTZ). A solubilidade das pastas foi
avaliada ap0s 48 e 144 h, mediante avaliacdo da turbidez da 4gua destilada na qual
0s corpos de prova ficaram imersos. Os dados de solubilidade foram avaliados por
meio de Analise de Variancia (ANOVA) a dois fatores com pos-teste de Tukey,
considerando-se p<0,05. A atividade antibacteriana das pastas foi avaliada por meio
do teste de contato direto, e apdés 24 e 72h verificou-se a viabilidade dos
microrganismos. As CIMs obtidas foram de 2000 ug/mL e 500 ug/mL, para o
terpineol e o cinamaldeido, respectivamente. Apds 48h e 144h, a maior solubilidade
foi encontrada na pasta GT (p<0,05). A solubilidade das pastas CTZ, GC, GTC e
GCHX no tempo 48 h nao diferiu estatisticamente (p>0,05). Em 144 h, a pasta CTZ
apresentou maior solubilidade que os grupos GC, GTC e GCHX (p<0,05). Apos 24h,
apenas a pasta GT nao inibiu o crescimento de E. faecalis. Apés 72h, todas inibiram
seu crescimento. Conclui-se que a pasta GTC apresentou atividade antibacteriana
semelhante a da pasta CTZ, frente ao E. faecalis. A maior solubilidade foi
encontrada na pasta GT em ambos periodos de observacédo; apenas a pasta CTZ
diferiu estatisticamente dos grupos restantes apos 144 h, representando a segunda
maior solubilidade. Ressalta-se a necessidade de novos estudos para maior
entendimento acerca das propriedades das pastas discutidas neste trabalho,

verificando a viabilidade de sua insergéo na prética clinica.

Palavras-chave: Produtos com acdo antimicrobiana. Extratos vegetais. Agentes de
Capeamento da Polpa Dentaria e Pulpectomia. Enterococcus faecalis.
Odontopediatria.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare the antibacterial activity of an antibiotic paste
containing the phytoconstituents terpineol and cinnamaldehyde with the CTZ paste, a
triple-antibiotic paste used in pulpotomies of deciduous teeth, against Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). The Minimum Inhibitory Concentration (CIM) of
phytoconstituents was determined by the microdilution technique in broth with visual
analysis of the results. Five groups of experimental pastes were constituted: zinc
oxide + terpineol (GT); zinc oxide + cinnamaldehyde (GC); zinc oxide + terpineol +
cinnamaldehyde (GTC); zinc oxide + chlorhexidine (GCHX); zinc oxide + eugenol +
chloramphenicol + tetracycline (CTZ). The solubility of the pastes was evaluated after
48 and 144 h, by evaluation of the turbidity of the distilled water in which the
specimens were immersed. The solubility data were evaluated by Analysis of
Variance (ANOVA) at two factors with Tukey post-test, considering p <0.05. The
antibacterial activity of the pastes was evaluated by the direct contact test and after
24 and 72 h, the viability of the microorganisms was verified. The MICs obtained
were 2000 pg/mL and 500 pg/mL for terpineol and cinnamaldehyde, respectively.
After 48h and 144h, the highest solubility was found in the GT paste (p <0.05). The
solubility of the CTZ, GC, GTC and GCHX pastes after 48 h did not differ statistically
(p> 0.05). However, after 144 h, the CTZ paste showed higher solubility than the GC,
GTC and GCHX groups (p <0.05). After 24h, only the GT paste was not able to
inhibit the growth of E. faecalis. After 72h, all inhibited the growth of the bacteria. It
was concluded that the antibiotic paste GTC presented antibacterial activity similar of
the CTZ paste, against E. faecalis. The higher solubility was found in the GT paste in
both observation periods; only the CTZ paste differed statistically from the remaining
groups after 144 h, representing the second higher solubility. The need for further
studies for a better understanding of the properties of the pastes discussed in this

study is verified, analyzing the feasibility of its insertion in clinical practice.

Keywords: Products with Antimicrobial Action. Plant Extracts. Pulp Capping and

Pulpectomy Agents. Enterococcus faecalis. Pediatric Dentistry.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos sao os principais fatores capazes de induzir e perpetuar
patologias pulpares e perirradiculares (LOPES; SIQUEIRA, 2015). Cerca de 150
espécies bacterianas sdo encontradas em canais radiculares de dentes infectados
(GOMES, 2004). Certas espécies sao capazes de constituir biofilmes densos,
representando uma causa comum de infeccbes persistentes. Dentre essas
bactérias, o Enterococcus faecalis tem papel de destaque, o qual € considerado
como 0 microrganismo dominante em periodontites apicais pos-tratamento
endodoéntico (ESTRELA et al., 2009).

O E. faecalis tem capacidade de penetrar profundamente nos tubulos
dentinarios, aderir-se ao colageno presente na dentina, e sobreviver sob condi¢ces
ndo favoraveis e em ambientes com escassez nutricional. Dessa forma, esse
microrganismo apresenta patogenicidade, e pode sobreviver e multiplicar-se no
interior dos tubulos dentinarios, causando persisténcia das infec¢cdes (PARADELLA;
KOGA-ITO; JORGE, 2007). A formacgédo de biofilme, a presenca de fatores de
viruléncia importantes e a capacidade de resistir a terapia endodéntica reiteram seu
papel relevante nas infeccfes endodoénticas (ESTRELA et al., 2009).

A terapia pulpar aplicada aos dentes deciduos apresenta particularidades
relacionadas a anatomia e topografia complexas do sistema de canais radiculares
nesses dentes, exibindo diversos canais acessorios e curvaturas acentuadas. Tais
caracteristicas dificultam sua instrumentacao, o que exige a utilizacdo de meios que
reduzam ou eliminem 0s microrganismos presentes nos locais inacessiveis ao
preparo quimico-mecanico. O emprego de pastas obturadoras com atividade
antimicrobiana €, portanto, uma estratégia de suma importancia para que o sucesso
pos-tratamento seja alcancado (PIVA et al., 2009; GONZALEZ-NUNEZ et al., 2010).

Dentre as pastas obturadoras indicadas na literatura, a CTZ (cloranfenicol,
tetraciclina, oxido de zinco e eugenol) apresenta resultados clinicos satisfatérios,
além de ser uma técnica simples e de facil execugdo (GONZALEZ-NUNEZ et al.,
2010). Entretanto, apesar das evidéncias clinicas do sucesso com o emprego desta
pasta, sua utilizacdo ainda ndo acontece de forma ampla, devido ao receio dos
profissionais em relacdo aos efeitos adversos de seus componentes antibioticos,

como a tetraciclina e o cloranfenicol (ARGOLO, 2014).
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Novos estudos ainda devem ser realizados para que as propriedades
essenciais do CTZ possam ser identificadas e consolidadas (MOURA et al., 2016),
como a biocompatibilidade com os tecidos periapicais e a propor¢ao ideal de seus
componentes, de modo que n&o apresente citotoxicidade, sem afetar sua
capacidade antimicrobiana (PIVA; JUNIOR; ESTRELA, 2008). Ademais, 0s escassos
estudos presentes na literatura sobre o tema utilizaram amostras pequenas e
verificaram sucesso a médio prazo, cujo acompanhamento ndo supera 36 meses
(MUNOZ; TORRES; VASQUEZ, 2017).

Tal caréncia de estudos ressalta a necessidade de se pesquisar novos
produtos terapéuticos com acdo antimicrobiana, capazes de substituir os
componentes das pastas obturadoras utilizadas no tratamento endodontico de
dentes deciduos. Nesta perspectiva, considera-se o uso de fitoconstituintes
presentes em 6leos essenciais, que sdo misturas complexas de compostos de baixo
peso molecular extraidos de plantas medicinais (RAUT; KARUPPAYIL, 2014) e
muitos apresentam propriedades biocidas contra uma ampla gama de organismos,
como bactérias, fungos e virus (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

Dentre tais fitoconstituintes, o terpineol e o cinamaldeido apresentam
relevante papel antimicrobiano (CALCABRINI et al., 2004; SHARIFI-RAD et al.,
2017; BHINGE et al., 2017). O terpineol (terpinen-4-ol) é o principal constituinte do
Oleo essencial TTO (tea tree oil) destilado da Melaleuca alternifolia (SHARIFI-RAD et
al., 2017). O cinamaldeido (trans-cinamaldeido) é um aldeido obtido da
Cinnamomum zeylandicum, presente no extrato da casca de canela (UPADHYAY;
VENKITANARAYANAN, 2016).

Diante do exposto, buscando novas alternativas de tratamento, este estudo
tem como objetivo comparar a atividade antibacteriana de pasta obturadora
contendo os fitoconstituintes terpineol e cinamaldeido com a pasta CTZ, frente ao

Enterococcus faecalis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Microbiologia das infec¢des endoddnticas em dentes deciduos

Fatores quimicos, fisicos e biolégicos podem induzir uma patologia pulpar e
perirradicular. Entretanto, apenas os fatores biolégicos — mais precisamente 0s
microrganismos e seus produtos — representam uma fonte de agressao persistente,
a qual é capaz de induzir e perpetuar tais patologias. As infec¢des endodonticas tém
natureza polimicrobiana, com participacdo de fungos, virus e Archaea. Contudo, as
bactérias e produtos bacterianos sdo os microrganismos com papel principal nestas
infeccbes (SOUSA; TORINO; MARTINS, 2014; LOPES; SIQUEIRA, 2015).

Segundo estes ultimos autores, as bactérias obtém acesso a polpa dentaria
através dos tubulos dentinérios, exposicdo pulpar, periodonto ou anacorese
hematogénica. A carie dentaria é a via de acesso mais frequente a cavidade pulpar.
Os microrganismos propagam-se através dos tubulos dentinarios, atingindo
ramificaces, istmos e deltas apicais do sistema de canais radiculares, podendo
atingir também a regido periapical e induzir patologias perirradiculares.

A microbiota das infeccbes endodénticas em dentes deciduos é semelhante
aguela presente nos dentes permanentes. A natureza também é polimicrobiana, e
h& predominio de Gram-negativos e anaerobios em canais com polpa necrosada e
lesGes perirradiculares (CHANDWANI; CHANDAK, 2017).

Brook (2003), apdés analise da literatura, concluiu que os géneros mais
prevalentes em pulpites e abscessos em pacientes infantis sdo Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, e Streptococcus spp.

Tavares et al. (2011) avaliaram a microbiota presente em 32 amostras de
infeccbes endodbnticas em dentes deciduos. Encontraram como espécies mais
prevalentes: Prevotella intermedia (96.9%), Neisseria mucosa (65.6%), Prevotella
nigrescens (56.2%) e Tannerella forsythia (56.2%).

Fabris (2011) realizou uma analise bacteriologica de infecgbes pulpares em
dentes deciduos, sendo coletadas 103 amostras de tecido pulpar necrosado e 7
amostras de fistulas gengivais. Os microrganismos encontrados com maior
frequéncia foram: Enterococcus spp., P. gingivalis, F. nucleatum, P. nigrescens e D.
pneumosintes. Concluiu que a microbiota presente em infecgdes de dentes deciduos

é similar a dos dentes permanentes, em termos qualitativos.
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Chandwani e Chandak (2017) buscaram avaliar a prevaléncia de anaerdbios
facultativos isolados dos canais de molares deciduos em 60 criancas. Enterococcus
faecalis foram os mais prevalentes, seguidos de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. O estudo confirmou a natureza polimicrobiana dessas infec¢des, além do

predominio de anaerdbios facultativos.
2.2. Enterococcus faecalis

As bactérias do género Enterococcus sdo Gram-positivas, possuem forma de
cocos e sdo frequentes colonizadores do trato gastrointestinal e geniturinario
humano. S&o microrganismos oportunistas e causam diversas infeccoes em
humanos, dentre elas: infeccbes no trato urinario, na corrente sanguinea, no
endocérdio, em feridas cirargicas, no trato biliar, e em cateteres e outros dispositivos
meédicos implantados (LINS et al., 2013; JORGENSEN et al, 2015).

Os Enterococcus sao capazes de crescer em temperatura de 10 a 45 °C, pH
9,6 em 6,5% de solugdo salina, e de sobreviver a 60°C por 30 minutos. Nao
necessitam, portanto, de grandes exigéncias para seu crescimento. Podem formar
biofilmes, que os protegem contra agentes antimicrobianos e da acéo de células do
sistema imune (PARADELLA; KOGA-ITO; JORGE, 2007; ESTRELA et al., 2009).

Dentro deste grupo, o Enterococcus faecalis € considerada a espécie mais
significativa, tanto em termos de frequéncia com que é encontrada em sitios de
infeccbes, quanto em relacdo a resisténcia bacteriana (LINS et al., 2013;
JORGENSEN et al., 2015).

O Enterococcus faecalis possui genes codificados que determinam diversos
fatores de viruléncia: conseguem evadir-se dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, competir com outras espécies bacterianas através da producdo de
toxinas, além de gerar mecanismos de imunomodulagéo, induzindo inflamacgéo. Ha,
ainda, a capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios, aderindo-se ao colageno
dentinario, habilidade esta ndo demonstrada por todas as espécies bacterianas.
Além disso, apresentam resisténcia a certos antimicrobianos, como hidréxido de
calcio e clorexidina (PARADELLA; KOGA-ITO; JORGE, 2007; NACIF; ALVES, 2010;
SILVA, 2013).

O E. faecalis € a principal espécie encontrada em canais radiculares que

apresentam fracasso na terapia endodéntica. Portanto, tem presenca marcante nas
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infeccbes persistentes, pois podem sobreviver aos procedimentos do preparo
guimico-mecanico e a medicacao intracanal (ZHANG; DU; PENG, 2015; CANCIO et
al., 2017).

Ozbek, Ozbek e Erdogan (2009) analisaram a frequéncia do E. faecalis em 79
amostras de infeccbes primarias e tratamentos endoddnticos considerados
fracassados, e objetivaram determinar a importancia estatistica da presenca da
bactéria em infec¢cdes endododnticas de uma populagédo turca. Observaram que o
microrganismo estava presente em nado menos que 61% de todas as infeccdes,
segundo o teste de proporcdo. Além disso, verificaram que o E. faecalis estava mais
associado aos casos de insucesso do tratamento endodéntico do que as infeccdes
primarias.

Nacif e Alves (2010), apds revisarem a literatura, concluiram que a alta
prevaléncia do E. faecalis nos casos de fracasso do tratamento endodoéntico deve-se
a. resisténcia aos agentes antimicrobianos e antibioticos, capacidade de
sobrevivéncia e de rapida recuperacdo quando submetido a condicbes ambientais
nao favoraveis, privacao nutricional e aos seus fatores de viruléncia.

Lins et al. (2013) avaliaram as caracteristicas moleculares e fenotipicas do E.
faecalis isolados de infeccbes pulpares primarias em 43 pacientes brasileiros.
Verificou-se que o microrganismo apresentou alto nivel de resisténcia a tetraciclina.
Foram encontrados genes de resisténcia a este antimicrobiano, os quais podem
contribuir para a patogenicidade da bactéria na cavidade pulpar.

Cancio et al. (2017) investigaram a presenca de Enterococcus faecalis em 25
amostras de dentes deciduos com infec¢cdo endoddntica primaria, relacionando com
a possivel falha em resultados de pulpectomias apés 36 meses. Observaram que tal
microrganismo estava presente em apenas um dente que apresentou insucesso na
terapia, concluindo que o E. faecalis ndo pbdde ser relacionado a falha do
procedimento. Entretanto, os autores afirmaram que novos estudos sao necessarios
para investigar o papel deste patégeno quanto a infecgdes primarias e resultados de

insucesso no tratamento endoddntico em dentes deciduos.

2.3. Pasta obturadora CTZ

Capiello e Soller, em 1959, na Argentina, deram inicio ao emprego de uma

terapia endodontica em dentes deciduos com ou sem necrose pulpar, empregando
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uma pasta baseada em uma associacdo de antibidticos, sem a realizacdo de
instrumentacdo nos canais radiculares. Capiello (1964) descreveu a composicao
desta pasta, tratando-se de cloranfenicol (500 mg), tetraciclina (500 mg) e 6xido de
zinco (1000 mg) e eugenol. A técnica deveria ser realizada em sessdo Unica, e
consistia na remocao da polpa coronaria e insercdo do material na entrada dos
condutos radiculares e assoalho da camara pulpar, seguida de selamento coronario
com material restaurador.

Capiello (1967) obteve sucesso clinico e radiografico em seu estudo com o
emprego da técnica ndo instrumentada com CTZ, tanto em polpas vitais quanto ndo
vitais, indicando-a, inclusive, na terapia de dentes com mobilidade e fistula. Propds
ainda, a substituicdo do emprego da pasta de hidroxido de calcio pelo CTZ em preé-
escolares, pois verificou um menor nimero de casos de reabsorcdo interna ao
empregar o CTZ.

Pelo uso da técnica ndo instrumentada, o CTZ apresenta protocolo de
execucdo simples, tempo clinico reduzido e baixo custo (GONCALVES, 2010).
Dessa forma, sua utilizacdo no servico publico apresenta-se bastante viavel para
retardar a perda do elemento dentario deciduo, frente a impossibilidade do emprego
da técnica endodbntica convencional e de mantenedores de espaco (OLIVEIRA,
COSTA, 2006). Além disso, pode ser indicado independentemente do diagndstico
pulpar, e representa uma grande vantagem no tratamento de pacientes n&o
colaborativos (PASSOS; MELO; MOREIRA, 2008; MOURA, et al., 2016).

Oliveira e Costa (2006) realizaram um estudo retrospectivo, avaliando o
desempenho clinico de pulpotomias com CTZ em 24 molares deciduos de criancas
de 4 a 11 anos, atendidas em um Programa Saude da Familia. Considerando
parametros fisicos e radiogréaficos, concluiram que a efetividade da pulpotomia com
CTZ foi de 29,1%, estando presente em 7 dos 24 casos. Os autores sugeriram que
novos ensaios clinicos controlados fossem realizados.

Sousa, Duarte e Souza (2014) buscaram avaliar os resultados clinicos e
radiograficos de tratamentos endoddnticos com CTZ em 36 dentes deciduos,
realizados numa clinica escola de uma universidade brasileira, com um
acompanhamento de até 2 anos ou mais. Foi encontrado um indice de insucesso
clinico e/ou radiografico de 41,6%, e os autores consideraram que a pasta CTZ
possibilitou que os elementos deciduos fossem mantidos até sua esfoliacdo, sem

causar danos aos sucessores.
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Moura et al. (2016) apresentaram 38 casos de molares deciduos com polpa
necrosada, tratados endodonticamente com pasta CTZ. O sucesso clinico foi
considerado como 100%, e o radiografico, 93%. Para os autores, os resultados
sugeriram que o CTZ é uma opc¢éao na terapia pulpar em molares deciduos.

Fereira et al. (2016) objetivaram avaliar clinica e radiograficamente a
efetividade da pasta CTZ em pulpotomias realizadas em molares deciduos de pré-
escolares, ap0s trés e seis meses, comparando com o0s resultados obtidos com o
uso de formocresol. Apos trés meses, foi observado 75% de sucesso clinico no
grupo tratado com formocresol e 70% no grupo tratado com CTZ. ApGs seis meses,
o formocresol apresentou éxito de 85% e o CTZ, de 80%. Radiograficamente, o
sucesso foi de 65% para o formocresol e 100% para a pasta CTZ. Nao se
observaram diferengas estatisticamente significantes entre os grupos. Os autores
concluiram que o CTZ é uma alternativa nas pulpotomias, tem efeito antimicrobiano
e estabiliza o processo de reabsorcao radicular, sem causar danos a formacéo do
dente permanente.

Fereira et al. (2017) avaliaram a efetividade clinica e radiografica de
pulpotomias com pasta CTZ em 43 molares deciduos com vitalidade. Encontraram
que, apos 6 meses, 93% dos casos apresentaram excelente comportamento clinico
(7% dos casos exibiam gengiva eritematosa). Apos 12 meses, o0 sucesso foi de
88,4%, com falha em quatro casos de eritema gengival e uma fistula.
Radiograficamente, apds 6 meses, o sucesso foi visto em 97,7% dos casos (apenas
um molar apresentou espessamento do ligamento periodontal). Apés 12 meses,
houve apenas dois casos de falha semelhantes, e um de radiolucidez na area de
furca (93% de sucesso).

Mufioz, Torres e Vasquez (2017) realizaram uma revisdo da literatura acerca
do uso da pasta CTZ no tratamento de dentes deciduos com necrose pulpar numa
s6 sessao clinica. Apés o levantamento de estudos, consideraram que a pasta CTZ
apresenta bons resultados a médio prazo em elementos dentarios deciduos sem

vitalidade pulpar.

2.3.1. Cloranfenicol

s

O cloranfenicol € um antibiético de amplo espectro, o qual atua sobre

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Possui efeito bacteriostatico, cujo
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mecanismo de acado baseia-se na inibicdo da sintese de proteinas da bactéria. Tal
inibicdo ocorre devido a sua ligacdo de carater reversivel a subunidade 50S do
ribossomo bacteriano, inibindo a enzima peptidil transferase, que € responséavel pela
sintese protéica (YAGIELA et al., 2011).

Além da classica acdo bacteriostatica, o cloranfenicol pode atuar como
bactericida em altas concentracdes. Apresenta excelente efetividade antibacteriana
sobre anaerodbios, e devido a sua grande solubilidade, exibe ampla distribui¢cdo pelos
tecidos e fluidos corporais, 0 que aumenta seu poder de ac¢do. E bastante efetivo no
tratamento de infeccBes nédo-responsivas a antibidticos menos toxicos (ARGOLO,
2014; FEREIRA et al., 2017).

Apresenta efeito citotoxico, pois inibe a sintese protéica das mitocondrias,
consequentemente, interferindo na respiragdo mitocondrial, 0 que compromete 0s
processos de sintese e proliferacdo celular. Seu uso é considerado restrito, por
exibir efeitos téxicos significativos, que incluem: depressdo reversivel da medula
O0ssea, anemia aplastica, distarbios gastrointestinais e toxicidade em recém-
nascidos. Tais efeitos dependem da dose e do tempo de uso do medicamento
(TAVARES, 2009; STEFFENS et al., 2010; MUNOZ; TORRES; VASQUEZ, 2017).

A indicacdo deste farmaco para o tratamento de infeccBes orais tém se
tornado cada vez mais obsoleta, devido ao seu elevado potencial de toxicidade e
efeitos colaterais, aumento da resisténcia bacteriana e surgimento de alternativas

medicamentosas mais eficazes e seguras (ANDRADE, 2008).

2.3.2. Tetraciclina

A tetraciclina é um bacteriostatico que apresenta amplo espectro de acdo e
efetividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aerbbias e
anaerobias, além de certos protozoarios, espiroquetas, riquétsias, micoplasma e
clamidias. Liga-se a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo a ligacao
do RNA-t ao sitio A, o que inibe a sintese de proteinas (MORETHSON, 2015).

Cavalcanti (2013) avaliou in vitro a atividade antimicrobiana dos componentes
da pasta obturadora CTZ, concluindo que a tetraciclina foi o componente que
apresentou maior acao antibiotica frente ao Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis, possuindo efeito semelhante ao do cloranfenicol

contra Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.



20

O farmaco apresenta efeitos adversos, que incluem irritacdo do trato
gastrointestinal e prolongamento do tempo de coagulacdo, podendo desencadear,
ainda, efeitos toxicos no figado. O emprego terapéutico das tetraciclinas na
Odontologia é considerado limitado, pois, por apresentar amplo espectro de acao, ha
possibilidade de o farmaco induzir infec¢cdes oportunistas. Esta contraindicado para
gestantes e criancas de até 8 anos de idade, pois pode afetar os dentes em
formacao e exibir toxicidade sobre o tecido ésseo (TAVARES, 2009; MORETHSON,
2015).

Seu uso durante o periodo de mineralizagcdo dos dentes pode promover
descoloracdo dentaria e hipoplasia do esmalte e da dentina. O surgimento de
manchas amarronzadas permanentes nos elementos dentéarios provavelmente
ocorre devido a ligacao da tetraciclina aos ions calcio, e sua posterior oxidacdo com
a erupcao do dente, devido a exposicdo deste a luz (GOOD; HUSSEY, 2003;
MORETHSON, 2015).

2.3.3. Oxido de zinco e Eugenol

O Oxido de zinco e eugenol € um material de baixo custo, citado pela
Associacdo Americana de Odontopediatria no protocolo de terapia pulpar em dentes
deciduos (ANDRADE, 2008; BARJA-FIDALGO et al., 2011; ARGOLO, 2014).

Enquanto o 6xido de zinco apresenta baixa acdo antimicrobiana, o eugenol
(composto fendlico derivado do cravo-da-india) possui amplo efeito antibacteriano,
atuando sobre a membrana celular. Em altas concentra¢des, é bactericida. Ademais,
possui efeito anti-inflamatério e anestésico, pois inibe de maneira reversivel a
atividade nervosa, além de bloquear sobre a sintese de prostaglandinas. Pode
apresentar citotoxicidade, inibindo a respiracdo e divisao celular (ESCOBAR, 2002;
LOPES; SIQUEIRA, 2015).

O material possui reabsorcéo lenta, podendo ndo acompanhar a rizélise do
elemento deciduo, o que pode prejudicar o germe do dente sucessor atraves, por
exemplo, da mudanca de sua trajetéria de erupcéo. O extravasamento do material
através do apice dentario pode desencadear necrose Ossea e cementaria
(BAHROLOLOOMI; ZAMANINEJAD, 2015).

Lacativa, Loyola e Sousa (2012) compararam a biocompatibilidade do

hidroxido de calcio, pasta Guedes Pinto e pasta CTZ com e sem eugenol, através da
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técnica de implantes intra-6sseos. Trinta roedores guinea-pigs, dez para cada
material, receberam implantes intra-6sseos de cada lado da sinfise mandibular, em
periodos de 4 a 12 semanas. Posteriormente, na avaliagdo histoldégica dos
espécimes, observou-se que a pasta CTZ com eugenol desencadeou reacao
inflamatoria severa, necrose tecidual, presenca de linfécitos, células de corpo
estranho e reabsorcao 0ssea. Ja a pasta sem eugenol em sua composi¢cao, possuiu
menores reacdes inflamatorias. A pasta Guedes Pinto apresentou niveis aceitaveis
de biocompatibilidade apos 4 e 12 semanas, enquanto o hidroxido de célcio,
somente no periodo de 12 semanas; jA a pasta CTZ ndo demonstrou

biocompatibilidade em nenhum dos periodos.

2.4. Fitoterapia e Oleos essenciais

A fitoterapia € uma forma de tratamento que tem se afirmado no mercado e
na ciéncia, visto que a quantidade de publicacdes cientificas sobre o tema vem
crescendo constantemente. Isto se deve a fatores como: busca por novas
alternativas de tratamento frente a reducéo da eficacia de antibiéticos convencionais,
bem como sua dificuldade de comercializacdo; presenca de caracteristicas Unicas
dos fitoterapicos, como a de formar fitocomplexos, consistindo uma defesa quimica
desenvolvida pelos vegetais em milhdes de anos e que nao pode ser mimetizada por
nenhuma molécula isolada; além da relativa menor toxicidade exibida por alguns
fitoterapicos quando comparado a dose terapéutica, corroborando as novas
necessidades do mercado (SAAD et al., 2016).

A vasta biodiversidade encontrada no Brasil oportuniza que o conhecimento
popular impulsione a utilizacdo terapéutica de produtos naturais. O poder publico,
inclusive, recomenda tal pratica (CASTRO, 2010). A Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), lancada em 2007 pelo Ministério da Saude do
Brasil, defende o uso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
buscando a sua insercdo no Sistema Unico de Salde, o desenvolvimento de
pesquisas e novas tecnologias na area, além do estabelecimento de uma politica
intersetorial para seu desenvolvimento socioeconémico (BRASIL, 2007).

Os fitoterapicos sdo medicamentos obtidos exclusivamente de matérias-

primas naturais, podendo ser tdo eficientes quanto os medicamentos sintéticos,
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desde que a integridade quimica e acdo farmacoldgica de seus principios ativos
sejam preservadas (TOLEDO et al., 2003; BRASIL, 2004a).

Os Oleos essenciais (OE) sdo produtos de origem natural, extraidos de
plantas aromaticas, caracterizados pelo forte odor e volatilidade. Sdo constituidos
por misturas complexas de substancias simples, e cada constituinte contribui para o
efeito bioldgico da mistura como um todo. Os grupamentos funcionais presentes em
sua constituicdo incluem: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, fenois, oxidos,
éteres e ésteres. Podem ser sintetizados em diferentes 6rgaos vegetais, e protegem
as plantas contra microrganismos e herbivoros, além de atrair insetos polinizadores
e dispersores de sementes (NEGREIROS, 2014; SAAD et al., 2016).

Devido a suas propriedades, os OE sdo empregados na industria alimenticia
como agentes aromatizantes e conservantes. Também tém sido usados na
medicina, apos a descoberta de seus efeitos farmacoldgicos, pois demonstram acao
anti-inflamatéria, antioxidante e anticancerigena, além de importante acao
antimicrobiana contra bactérias, fungos, virus e protozoarios (KALEMBA; KUNICKA,
2003; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

O mecanismo de acdo dos O6leos essenciais contra microrganismos é
complexo, e estudos apontam que eles podem inativar enzimas envolvidas na
producdo de energia e na sintese de componentes estruturais, além de provocar
modificacbes na parede celular e membrana plasméatica do microrganismo
(CASTRO, 2010; SARTO; JUNIOR, 2014; BORZINI et al., 2016).

Jadhav et al. (2013) encontraram acao antibacteriana em 6leos essenciais.
Cavalcanti et al. (2011) verificaram seu efeito antifingico, enquanto Pérez et al.
(2012) e Dunkic et al. (2013) observaram ac¢do antiprotozodria e antiviral dos OE,
respectivamente.

Benbelaid et al. (2014) avaliaram o efeito de alguns 6leos essenciais contra o
Enterococcus faecalis, tanto na forma planctbnica quanto formando biofilmes. Os
resultados mostraram que a alta atividade antimicrobiana de trés OEs provenientes
de plantas medicinais argelinas (T. capitata, O. glandulosum, A. verticillata) pode

contribuir para o tratamento de infec¢des orais causadas por esse microrganismo.
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2.5. Terpineol e Cinamaldeido

O terpineol (terpine-4-ol) € o principal fitoconstituinte do 6leo essencial tea
tree oil (TTO), o qual é extraido da Melaleuca alternifolia, espécie nativa da Australia
(SHARIFI-RAD et al.,, 2017). Tal componente possui atividade antimicrobiana de
amplo espectro, exibindo efeito contra uma ampla gama de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, além de apresentar acdo antifungica (HART et al., 2000).
Ademais, o terpineol possui propriedades anti-inflamatorias, pois suprime a
producdo de mediadores inflamatérios por mondcitos humanos ativados
(CALCABRINI et al., 2004).

Oyedemi et al. (2009) estudaram os efeitos bactericidas dos fitoconstituintes
terpineol, eugenol e y-terpineno sobre a membrana celular das bactérias: Listeria
monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Proteus vulgaris e Escherichia coli.
Verificou-se grande efetividade das propriedades antibacterianas desses
componentes sobre as bactérias estudadas, nas quais, tanto as paredes quanto as
membranas celulares foram significativamente danificadas.

Park et al. (2012) buscaram verificar a acado antimicrobiana do terpineol e do
linanol sobre bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas, além de analisar a
citotoxicidade de diferentes concentracdes dos fitoconstituintes sobre células KB,
uma linhagem celular derivada de carcinomas orais. Os resultados mostraram
grande poder antibacteriano e significante toxicidade sobre a linhagem celular em
ambas as substancias. Os autores concluiram que o terpineol e o linanol ndo devem
ser usados em altas concentracées em produtos de higiene oral.

Li et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana do terpineol frente a
Escherichia coli, e investigaram, através do microscopio eletrénico de transmisséo,
as alteracbes morfolégicas que ocorreram na bactéria apds ser exposta ao
fitoconstituinte. Os autores consideraram que o terpineol apresentou excelente efeito
contra a E. coli, a qual, ao ser exposta a Concentracdo Inibitéria Minima da
substancia, apresentou as seguintes alteracfes estruturais: diminuicdo no tamanho
da célula, formato celular irregular, rompimento da parede e da membrana celular,
diminuicdo do ndcleo e do citoplasma, vacuolizacdo celular e divisdo celular
alterada.

O cinamaldeido (trans-cinamaldeido) € o principal constituinte ativo do 6leo

essencial da Cinnamomum zeylandicum — planta popularmente conhecida como
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canela —, o qual é extraido de suas cascas. O 0leo essencial da C. zeylandicum
possui atividade antibacteriana e antifungica. Ha diversas teorias para explicar o
mecanismo da ac¢do antimicrobiana do cinamaldeido, as quais incluem: destruicdo
da superficie bacteriana e interacdo com a enzima bacteriana Acetil-CoA
Carboxilase, o que desencadearia a morte do microrganismo (KIM; PARK; PARK,
2004; CASTRO, 2010; MEADES, et al., 2010; GUPTA et al., 2013).

Gupta et al. (2013) compararam a eficAcia antimicrobiana dos Oleos
essenciais Cinnamomum zeylanicum (contendo 89.6% de cinamaldeido em sua
constituicdo), Ocimum sanctum, Syzygium aromaticum com o Hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 3% contra o Enterococcus faecalis, na forma de biofiime e na forma
planctonica. Foi observado que o C. zeylanicum juntamente com o S. aromaticum
foram os Oleos essenciais que apresentaram maior eficdcia contra a bactéria.
Entretanto, o NaOCI mostrou efeito superior a todos os OEs estudados.

Liu et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana do cinamaldeido, além
de outros fitoconstituintes de O6leos essenciais frente a S. typhimurium e L.
monocytogenes, verificando também seus efeitos quando associados a
estreptomicina. O cinamaldeido foi o componente mais ativo contra L.
monocytogenes, além de apresentar efeito de sinergismo com a estreptomicina.

Upadhyay e Venkitanarayanan (2016) investigaram a eficacia do
cinamaldeido, carvacrol e timol em reduzir a viruléncia da L. monocytogenes no
invertebrado Galleria mellonella. Avaliaram ainda, o efeito de tais fitoconstituintes
sobre a transcricdo de genes responsaveis pela resposta do hospedeiro. Os
resultados mostraram que as substancias reduziram significativamente a viruléncia
do microrganismo, além de aumentar a expressao de genes que contribuiram para a
sobrevivéncia do hospedeiro invertebrado.

Abbaszadegan et al. (2016) utilizaram em seu estudo o 6leo essencial C.
zeylanicum, buscando definir sua constituicdo quimica, comparar sua atividade
antimicrobiana com a de uma pasta triplo-antibidtica (composta por ciprofloxacino,
metronidazol e minociclina) e do hidroxido de calcio contra o Enterococcus faecalis,
além de comparar a citotoxicidade desses medicamentos em fibroblastos L929.
Observaram que: o cinamaldeido foi o principal componente deste OE (77,19%); a
pasta triplo-antibidtica e o Oleo essencial erradicaram a forma planctonica e o
biofilme de E. faecalis em todos os periodos analisados, enquanto o hidroxido de

calcio ndo conseguiu eliminar a forma plancténica apos 24 h, nem o biofilme ap6s 14
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dias; quanto a biocompatibilidade, o C. zeylanicum foi a substancia mais

biocompativel.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Comparar a atividade antibacteriana de pastas antibidticas contendo os
fitoconstituintes terpineol e cinamaldeido com a pasta CTZ, frente ao Enterococcus

faecalis.

3.2. Objetivos especificos

|. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do terpineol e do
cinamaldeido frente ao Enterococcus faecalis.

lI. Avaliar a solubilidade das pastas compostas pelos fitoconstituintes isolados
e combinados, e da pasta CTZ.

[ll. Avaliar a atividade antibacteriana das pastas compostas pelos

fitoconstituintes isolados e combinados, e da pasta CTZ.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

No presente estudo, foi realizada uma abordagem indutiva, com procedimento
comparativo-descritivo e técnica de pesquisa por documentacdo direta em
laboratério (LAKATOS; MARCONI, 2010).

4.2. Local de realizacdo da pesquisa

Os ensaios microbiolégicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia
Oral, situado no Nucleo de Medicina Tropical (NUMETROP) do Centro de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal da Paraiba.

4.3. Microrganismos utilizados

Foi utilizado o microrganismo de referéncia Enterococcus faecalis (ATCC
29212), obtido da colecdo de microrganismos do Laboratério de Materiais de
Referéncia FIOCRUZ. A cepa em questdo foi mantida em meio de cultura Brain
Heart Infusion (BHI) ou Muller Hinton enriquecido com 5% de sangue desfibrinado
(agar sangue).

Solucdes padronizadas de microrganismos foram utilizadas na concentracao
de 1 x 108 UFC/mL determinadas em espectrofotdmetro, na absorbancia de 0,1, no
comprimento de onda de 600 nm. Essa concentracdo é equivalente ao tubo 0.5 da
escala de MacFarland.

A concentracdo de microrganismos estabelecida para os ensaios de
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi de 1 x 10° UFC/mL, a qual foi obtida pela
diluicdo de 1000x do in6culo previamente padronizado.

4.4. Substancias avaliadas
Foram avaliados os fitoconstituintes terpineol e cinamaldeido, obtidos da

empresa SigmaAldrich®, que forneceu o laudo técnico das substancias, contendo as

informacdes de peso molecular, pureza, densidade e outras caracteristicas
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guimicas. As informacfes sobre a origem, obtencéo e caracteristicas dos produtos
podem ser consultadas online: terpineol* e cinamaldeido?. A partir desses dados,
foram preparadas solu¢des padronizadas de cada fitoconstituinte na concentragao
de 8 mg/mL (8000 pg/mL).

A solucédo de clorexidina a 2% (20 mg/mL) foi utilizada como controle em

todos os ensaios microbiologicos.

4.5. Determinacgéo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos fitoconstituintes

A CIM foi considerada a menor concentracdo das substancias capaz de inibir
o crescimento visivel dos microrganismos avaliados, sendo o presente ensaio
realizado em trés experimentos independentes.

A CIM foi determinada segundo normatizacdo M7-A9 do Clinical Laboratory
and Standards Institute (CLSI), por meio da técnica da microdiluicdo em caldo (CLSI,
2012). Inicialmente, as solugdes de trabalho dos fitoconstituintes foram preparadas
na concentracdo de 8 mg/mL (8.000 pg/mL) utilizando-se meio de cultura RPMI
1640. Para esse calculo, foi levada em consideracdo a massa molecular dos
fitoconstituintes. De modo semelhante, solucbes de trabalho de clorexidina foram
preparadas na concentracdo de 2 mg/mL (2.000 pg/mL).

Para realizacdo da técnica (Figura 1), pocos de uma placa de cultura de 96
pocos foram preenchidos com 100 pL do meio de cultura RPMI 1640. Em seguida,
100 pL das solucdes de trabalho dos fitoconstituintes foram inseridas na primeira
fileira de pocos da placa de microdiluicdo. Apds, realizou-se a diluicdo seriada dos
compostos pela transferéncia de 100 pL do pog¢o mais concentrado ao menos
concentrado, o que fez com que as substancias passassem por diluicdes seriadas

de 1:2 (v/v), conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — DiluicBes seriadas dos fitoconstituintes e da substéncia controle para a determinacédo da
CIM.
Poco | Concentracdo do Fitoconstituinte (ug/mL) | Concentracéo controle (Clorexidina) (ng/mL)

1 2000 500
2 1000 250

1 Disponivel em: <http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/04899?lang=pt&region=BR>. Acesso em:
01/11/17, 13h25min.

2 Disponivel em: <http://www.sigmaaldrich.com/catalog/subst/cinnamaldehyde13255211?lang=pt&region=BR>.
Acesso em: 01/11/17, 13h50min.
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3 500 125

4 250 62.5
5 125 31.25
6 62.5 15.625
7 31.25 7.8125
8 15.625 3.90625

Por fim, inseriu-se em todos os poc¢os da placa de cultura 100 pL do in6culo

bacteriano na concentracdo de 1 x 10° UFC/mL.

As amostras foram, entéo,

incubadas a 37° C, por 24 horas, em microaerofilia. Controle de viabilidade dos

microrganismos (auséncia de antimicrobiano), bem como controle de esterilidade do

meio de cultura (auséncia de inoculagdo de microrganismos nos pocos) foram

realizados para garantir acuracia do método.

Os resultados foram analisados visualmente, considerando a inibicdo do

crescimento microbiano no fundo dos pocos.

Figura 1 — Esquema da determinacao da CIM do terpineol e cinamaldeido para o E. faecalis.
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4.6. Constituicdo das pastas antibidticas

Para constituicdo das pastas, os fitoconstituintes e controles foram misturados

por espatulacdo ao po de 6xido de zinco (p.a.) até sua saturacdo, de modo a obter

uma consisténcia pastosa compativel com o material utilizado como medicacao

intracanal de dentes deciduos.
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Foram obtidos quatro grupos de pastas experimentais: terpineol + oxido de
zinco (GT), cinamaldeido + 6xido de zinco (GC), terpineol + cinamaldeido + éxido de
zinco (GTC), clorexidina + oOxido de zinco (GCHX). A pasta CTZ (500 mg de
cloranfenicol, 500 mg de tetraciclina e 1000 mg de oxido de zinco, saturados em 1
gota de eugenol) foi utilizada como padrdao de comparacdo, constituindo o quinto
grupo estudado (GCTZ).

4.7. Avaliagéo da solubilidade das pastas

Para analise da solubilidade, corpos de prova dos grupos em teste foram
obtidos (n=5) por espatulacdo e acondicionados em matrizes de plastico, obtidas a

partir de algas bacterioldgicas estéreis de 10 pL (Figura 2).

Figura 2 — Alga bacteriolégica de 10 yL utilizada como matriz para obtengdo dos corpos de prova
utilizados neste estudo. Disponivel em: <http://equipolab.com.br/p-1191232-18288-10.-Alca-Bacteriologica-
Esteril-10%B51.> Acesso em: 01/11/2017, 14h35min.

Os corpos de prova foram inseridos nos poc¢os de uma placa de cultura de 24
pocos, e em cada poco foi pipetado 1 ml de agua destilada. A placa foi mantida em
estufa a 37° C. A solubilidade das pastas foi identificada visualmente apds 48 e 144
h, através da observacdo de residuos nos recipientes e pela turbidez da agua

destilada, verificada em espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 600 nm.

4.8. Avaliagéo da atividade antibacteriana das pastas

O efeito antibacteriano das pastas constituidas no presente estudo foi
avaliado por meio do teste de contato direto. Para isso, corpos de prova (n=5/grupo)
da pasta CTZ (GCTZ) e das pastas experimentais preparadas com oxido de zinco e
terpineol (GT), ou cinamaldeido (GC), ou terpineol + cinamaldeido (GTC) ou
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clorexidina (GCHX) foram imersas em 2 mL de meio de cultura contendo indculo
bacteriano de E. faecalis (ATCC 29212) na concentragdo 1 x 108 UFC/mL.

Apos o periodo de 24 e 72 horas, amostras (10 yL) do meio de cultura
inoculado por microrganismos foram semeadas em placas de agar Muller Hinton
com o objetivo de verificar a viabilidade dos microrganismos. A semeadura foi
realizada com alca bacteriologica estéril, utilizando-se a técnica do espalhamento.
As placas agar Muller Hinton foram incubadas a 37° C, por 24 h e ap0s esse

periodo, o numero de microrganismos viaveis foi quantificado.

4.9. Andlise de dados

Os dados foram tabulados e analisados estatisticamente no programa
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, v. 21, IBM, Chicago, IL). Realizou-se
inicialmente uma analise descritiva e de distribuicdo de dados. Os dados obtidos dos
testes de Concentracdo Inibitéria Minima e Contato Direto foram analisados
descritivamente utilizando-se a moda dos resultados. Os dados de absorbancia
obtidos para o teste de solubilidade foram avaliados por meio de Anadlise de
Variancia (ANOVA) a dois fatores (Grupo e Tempo) com pés-teste de Tukey,

considerando-se p<0,05 e poder estatistico de 80%.
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5. RESULTADOS

A CIM obtida para o terpineol frente ao Enterococcus faecalis foi de 2000
pg/mL, obtida no pogo A da placa de cultura. Para o cinamaldeido, foi obtida a CIM
de 500ug/mL frente ao Enterococcus faecalis, verificada no poco C. Ambos os
resultados coincidiram com a CBM (Concentracdo Bactericida Minima) de cada

fitoconstituinte (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) obtidas
para Terpineol, Cinamaldeido e Clorexidina, de acordo com a norma M7-A9 (CLSI, 2012). Valores
expressos em pg/mL.

Substéancias

Terpineol Cinamaldeido Clorexidina
Parametros
CIM 2000,0 500,0 7,8125
CBM 2000,0 500,0 7,8125

Os resultados obtidos na analise da solubilidade das pastas, bem como as
médias e desvio padrdo para os diferentes grupos, apos 48 e 144 horas, estao
apresentados nas Tabelas 3 e Tabela 4, respectivamente. Comparacdes estatisticas

entre 0s grupos nos tempos 48 h e 144 h séo ilustradas na tabela 4 e Figura 3.

Tabela 3 — Valores de absorbancia a 600 nm obtidos para o teste de solubilidade das pastas
antibioticas estudadas, no periodo de 48 e 144 horas.

Grupos

Tempo GCTZ GT GC GTC GCHX
0,123 >2,0 0,385 0,130 0,151
0,291 >2,0 0,275 0,140 0,148
48 h 0,086 >2,0 0,207 0,141 0,141
0,137 >2,0 0,160 0,125 0,105

0,036 >2,0 0,140 0,138 -
0,490 >2,0 0,325 0,081 0,125
0,630 >2,0 0,110 0,055 0,115
144 h 0,335 >2,0 0,086 0,047 0,283
0,600 >2,0 0,072 0,053 0,206

0,125 >2,0 0,083 0,045 -
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Tabela 4 — Médias e Desvio padrdo da solubilidade dos diferentes grupos apés 48 e 144 horas.

Grupo
GCTZ GT GC GTC GCHX
Tempo

Média 0,1346 2,0* 0,2334 0,1348 0,13625

48 h
Desvio padréo 0,0958 - 0,0994 0,0070 0,2125
Média 0,4360* 2,0* 0,1352 0,0562 0,1823

144 h
Desvio padrao 0,2087 - 0,1070 0,1450 0,0786

* Indica diferencga estatisticamente significante (p<0,05) dos demais grupos estudados.

Figura 3 — Comparac¢fes multiplas dos dados de absorbancia obtidos para os grupos GCTZ, GT, GC,
GTC e GCHX, nos tempos 48h e 144h. Letras mailsculas diferentes entre os grupos indica diferenga
estatisticamente significante (p<0,05) para o tempo 48 h. Letras mindsculas diferentes entre os
grupos indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05) para o tempo 144 h.
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GCTZ GT GC GTC GCHX
m48h 0.135 2.000 0.233 0.135 0.136
m144h| 0.436 2.000 0.135 0.056 0.182

A analise estatistica revela que, dentro do tempo de 48 h, apenas o grupo GT
diferenciou dos demais, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente
significantes entre GCTZ, GC, GCT e GCHX (Tabela 4, Figura 3). Considerando-se
o tempo de 144 h, verificou-se que o grupo GT diferiu estatisticamente dos demais
grupos (p<0,05). Além disso, ainda considerando-se 144 h, observou-se aumento
significativo dos valores de absorbéncia para o grupo GCTZ, o qual diferiu

estatisticamente dos grupos GC, GTC e GCHX (Tabela 4, Figura 3).
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Conforme pode ser observado na Figura 4, o teste de solubilidade
demonstrou clara diferenca de coloracdo nas solucfes entre 0s grupos estudados.
Foi observada a presenca de um tom amarelado na solu¢do contendo os espécimes
do GCTZ. Ja no GT, foi possivel verificar uma total solubilizagédo da pasta.

Figura 4 — Teste de solubilidade das pastas apos 48 h. Observa-se diferencas qualitativas quanto a
coloracéo das solu&ﬁes, especialmente nos grupos GT e GCTZ.
- > J 1L iy
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Na analise da atividade antibacteriana das pastas antibidticas frente ao E.
faecalis através de contato direto, apenas o grupo constituido por terpineol e éxido
de zinco (GT) nao foi capaz de inibir o crescimento do microrganismo ap6s 24 h
(Figura 5). ApOs 72 horas, todas as pastas analisadas apresentaram areas de
inibicdo livres de microrganismos viaveis (Figura 6). Os resultados do teste do
contato direto estdo expressos na Tabela 5.
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Figura 5 — Atividade antibacteriana das pastas antibidticas frente ao E. faecalis por contato direto
apo6s 24 h.

Figura 6 — Atividade antibacteriana das pastas antibitticas frente ao E. faecalis por contato direto
apo6s 72 h.

Tabela 5 — Viabilidade da suspenséo de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) apés teste de contato
direto, de acordo com os grupos estudados.

Grupos
GCTZ GT GC GTC GCHX
Tempo
24 h 0 +++ 0 0 0
72h 0 0 0 0 0
+++ - Viavel

0 - Nao-Viavel
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6. DISCUSSAO

As infec¢des endodobnticas em dentes deciduos com necrose pulpar e leséo
periapical sdo semelhantes aquelas encontradas nos dentes permanentes,
caracterizando-se como polimicrobianas e por apresentarem predominio de
bactérias Gram-negativas e anaerébias. Principalmente em casos de infeccdes
persistentes, o Enterococcus faecalis € um microrganismo de destaque (ZHANG;
DU; PENG, 2015, CHANDWANI; CHANDAK, 2017). Sao encontrados poucos
estudos na literatura que se propdem a avaliar a microbiota de dentes deciduos,
existindo um predominio de tais pesquisas em adultos.

A terapia endodébntica aplicada a Odontopediatria € um tema complexo e
controverso. A complexidade anatbmica do sistema de canais radiculares e as
irregularidades geradas pelo processo de reabsorcao radicular fisiologica nos dentes
deciduos aumentam o nivel de dificuldade desse tipo de tratamento. Além disso, ndo
h& um protocolo definido e padronizado a ser empregado em casos de necrose
pulpar nesses elementos dentérios (FABRIS, 2011; ARGOLO, 2014).

Devido a essas limitacbes, diversas técnicas endodonticas e materiais
obturadores tém sido estudados. O que se entende é que, frente a dificuldade de
acesso completo ao conduto radicular, gerando a possibilidade de persisténcia de
microrganismos no canal e consequente falha no tratamento, o emprego de
materiais com propriedades antibidticas torna-se essencial para o alcance do
sucesso ha terapia. Assim, o dente podera ser mantido na cavidade bucal até que o
processo de reabsorcdo fisioldgica ocorra.

A pasta CTZ corresponde a uma associacao de antibiéticos, possui técnica de
facil execucgdo (por ndo exigir instrumentacdo dos canais radiculares), além de baixo
custo (FEREIRA, 2017). Apesar das vantagens citadas e de diversos estudos in vitro
comprovarem a eficacia antimicrobiana do CTZ frente aos microrganismos presentes
em infeccbes endodonticas de dentes deciduos, ainda existe resisténcia por parte
dos clinicos quanto ao emprego desse material. Pode-se inferir que tal fato deve-se
aos efeitos adversos que seus componentes podem provocar, que incluem,
principalmente: a toxicidade por parte do cloranfenicol e 0 manchamento dentério
por parte da tetraciclina. Esses efeitos ainda ndo estdo bem esclarecidos na

literatura nas doses utilizadas na técnica endodoéntica.
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Também existe receio quanto a padronizacdo da manipulacdo de seus
componentes. A dificuldade de obtencdo desses farmacos também é fator limitante
para seu uso na clinica. Além disso, os estudos de acompanhamento clinico e
radiografico de terapias com CTZ possuem amostras pequenas e proservacao dos
casos apenas a curto e meédio prazo. Assim, surge a necessidade da realizacdo de
mais pesquisas sobre esse material, garantindo uma maior consisténcia cientifica
quanto ao seu emprego.

Diante desse contexto, a busca por materiais alternativos que possam ser
empregados na terapia endodbntica tem se destacado. A fitoterapia surge como
uma possibilidade bastante viavel e promissora (SAAD et al., 2016), ja que diversas
substancias extraidas de plantas medicinais aliam dois fatores que poderiam ser
considerados como 0s mais importantes em um material utilizado no tratamento de
infeccbes endodonticas, especialmente em dentes deciduos: um potente efeito
antimicrobiano e uma possivel menor toxicidade aos tecidos perirradiculares,
consequentemente, ao germe do dente permanente.

Os fitoconstituintes alvo deste estudo, terpineol e cinamaldeido, tiveram sua
eficacia comprovada contra diferentes patdgenos humanos (CASTRO, 2010;
SHARIFI-RAD et al., 2017). Entretanto, ndo foram encontradas pesquisas na
literatura que avaliaram suas atividades antimicrobianas, como fitoconstituintes
isolados, frente ao E. faecalis.

Gupta et al. (2013), Martos et al. (2013), Benbelaid et al. (2014), Smolarek et
al. (2015), Abbaszadegan et al. (2016) e Borzini et al. (2016) encontraram um
potente efeito de 6leos essenciais contendo tais fitoconstituintes em sua composicao
contra o E. faecalis. Entretanto, esses resultados ndo podem ser comparados aos
resultados encontrados neste estudo, uma vez que os OEs sé&o misturas complexas
de diversos compostos com diferentes propriedades. Assim, a eficacia
antimicrobiana encontrada para os OEs nessas pesquisas ndao pode ser atribuida
especificamente ao terpineol ou ao cinamaldeido.

Os resultados encontrados neste trabalho comprovam a atividade
antimicrobiana do terpineol e do cinamaldeido frente ao E. faecalis. Os valores de
CIM obtidos coincidiram com os de CBM, o que indica que, nas concentracdes de
2000 pg/mL e 500ug/mL, o terpineol e o cinamaldeido, respectivamente, sao
capazes de inibir o crescimento do patdgeno e ainda, ter acdo bactericida, levando a

sua destruicdo. Comparando-se os dois valores, € possivel inferir que o terpineol



38

necessita de uma concentracdo mais elevada para ser eficaz contra a bactéria do
gue o cinamaldeido, o que sugere uma maior poténcia deste ultimo contra o E.
faecalis.

Quanto a solubilidade das pastas estudadas, p6de-se observar que a pasta
composta pela associacdo entre terpineol e cinamaldeido apresentou resultados
semelhantes ao CTZ e ao grupo com clorexidina apés 48 h. J4 quando isolados, os
fitoconstituintes apresentaram maiores niveis de solubilidade. Este achado sugere,
portanto, que o terpineol e o cinamaldeido, quando combinados, apresentam certa
interacdo que desencadeia uma menor solubilizacdo da pasta. Apds 144 horas, esta
interacdo promoveu uma solubilidade estatisticamente menor do que na pasta CTZ.

A maior solubilidade foi vista no grupo contendo terpineol, superando o limiar
de absorbancia do espectofotbmetro. Durante a manipulacdo dessa pasta, foi
possivel verificar certa dificuldade em se atingir uma consisténcia compativel com a
de uma pasta obturadora, pois 0S componentes pareciam ndo conseguir tomar
presa. A alta solubilidade de um material empregado na terapia pulpar de dentes
deciduos pode representar uma vantagem, mas também uma limitagdo. Ao mesmo
tempo em que possibilita a rapida eliminacdo do material da regido perirradicular
caso ocorra seu extravasamento, evitando o risco de danos ao germe do dente
sucessor (NURKO; GARCIA-GODOY, 1999), pode desencadear o esvaziamento da
cavidade pulpar antes do periodo de esfoliacdo fisiologica do dente deciduo,
gerando insucesso no tratamento e necessitando novas intervengdes (OZALP;
SAROGLU; SONMEZ, 2005).

O CTZ desencadeou uma coloracdo amarelada na solucdo, a qual néo foi
observada nas demais pastas. Ap0s 144 h, esta coloracdo tornou-se ainda mais
intensa. Isto se deve provavelmente a presenca da tetraciclina, a qual confere tal
coloracdo a pasta CTZ. A liberacdo de pigmentos em meio aquoso pelo CTZ,
observada neste estudo in vitro, pode fortalecer a teoria descrita na literatura de que
o material representa um fator de risco para alteracdo de cor nos dentes
permanentes sucessores, causando o surgimento de manchas amareladas ou
acastanhadas, devido a impregnacéo de tetraciclina aos tecidos dentarios. Todavia,
nao existem evidéncias de que esse efeito realmente ocorra, e estudos como Junior
et al. (2013) e Sousa (2016) apontam que o manchamento dentario em sucessores
cujos dentes deciduos foram tratados com CTZ deve-se a infeccao/inflamacéo

apresentada, e nao a terapia pulpar especificamente.
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Na analise da atividade antibacteriana das pastas antibiéticas, foram obtidos
resultados distintos nos dois periodos de observacao. Apés 24 h de contato direto do
in6culo bacteriano com as pastas, a pasta composta por 6xido de zinco e terpineol
nao foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, e sua semeadura apresentou
microrganismos viaveis. Ja apos 72 h, todas foram eficazes contra o E. faecalis.
Esses resultados concordam com os resultados de CIM e CBM também verificados
neste estudo, uma vez que, o terpineol necessitou de uma maior concentragdo para
inibir o crescimento e destruir 0 microrganismo, da mesma forma que se observou
gue o terpineol necessita de um maior periodo de acdo contra a bactéria para
apresentar eficacia. Logo, € possivel inferir que o terpineol é menos potente contra o
Enterococcus faecalis do que o cinamaldeido.

A pasta composta pelos fitoconstituintes combinados apresentou excelente
efeito antibacteriano, ndo apresentando microrganismos viaveis em sua semeadura
nos dois periodos de observacdo. Dessa forma, o terpineol e cinamaldeido podem
apresentar certa aditividade entre si quanto a suas propriedades antibacterianas.
Entretanto, pelo fato de que a pasta composta pelo cinamaldeido sozinho também
inibiu o crescimento da bactéria ap6s 24 e 72 h, os resultados positivos obtidos com
a pasta constituida pelos dois fitoconstituintes poderiam ser atribuidos apenas ao
cinamaldeido. Por isso, sdo necessarios mais estudos possibilitando melhor
compreensao acerca da interacao entre esses fitoconstituintes.

Comparando-se os resultados do efeito antibacteriano das pastas compostas
pelos fitoconstituintes com a pasta CTZ, verifica-se que, aquelas compostas pelo
cinamaldeido sozinho e pelos fitoconstituintes combinados, apresentaram resultados
semelhantes ao CTZ. Portanto, considerando o Enterococcus faecalis, o efeito
antibacteriano do cinamaldeido sozinho e combinado com o terpineol equipara-se ao
do cloranfenicol, tetraciclina e 6xido de zinco e eugenol combinados, considerando
seus efeitos apds 24 e 72 h. Sao necessarios outros estudos que utilizem maiores
periodos de observacdo, para verificar se tais efeitos se mantém constantes ao
longo do tempo.

Na andlise dos resultados deste estudo, observa-se que a pasta composta
pela combinacdo dos dois fitoconstituintes apresentou bons resultados em relagédo a
solubilidade e a atividade antibacteriana frente ao E. faecalis. Assim, sua utilizacéo
na terapia pulpar em dentes deciduos representaria, numa analise superficial, uma

alternativa viavel. Entretanto, este se trata de um estudo preliminar in vitro, e a
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insercao dessa pasta na pratica clinica da odontopediatria necessitaria de estudos in
vitro e in vivo que considerassem diversas outras variaveis, frente a complexidade
de microrganismos presentes nas infeccoes endododnticas e os diversos desafios

encontrados na terapia pulpar de dentes deciduos.
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7. CONCLUSAO

Baseado na metodologia empregada no presente trabalho, concluiu-se que:

I. As pastas antibioticas compostas pelos fitoconstituintes terpineol e cinamaldeido
combinamos e pelo cinamaldeido isolado apresentaram atividade antibacteriana

semelhante a da pasta CTZ, frente ao Enterococcus faecalis.

II. A Concentracdo Inibitéria Minima do terpineol frente ao Enterococcus faecalis foi

de 2000 pg/mL e do cinamaldeido foi de 500 ug/mL.

[ll. A maior solubilidade apds 48 h foi encontrada na pasta composta por terpineol

isolado. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os demais grupos.

IV. A maior solubilidade apds 144 h foi encontrada na pasta composta por terpineol
isolado. A pasta CTZ diferiu estatisticamente dos demais grupos, apresentando a
segunda maior solubilidade. N&o houve diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos contendo clorexidina, cinamaldeido isolado e terpineol e

cinamaldeido combinados.

V. Na analise da atividade antibacteriana das pastas antibiéticas frente ao E. faecalis
através de contato direto apos 24 h, apenas a pasta composta por terpineol isolado

nao foi capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

VII. Na analise da atividade antibacteriana das pastas antibiéticas frente ao E.
faecalis através de contato direto apdés 72 h, todas foram capazes de inibir o

crescimento do microrganismo.
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