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RESUMO

Introducédo: O controle da microbiota patogénica tem papel fundamental na
terapia dos canais radiculares. A utilizagdo de solugcdo irrigadora com
propriedades antimicrobianas aliadas a terapias adjuvantes exerce papel
importante durante o preparo biomecanico. Objetivo: avaliar o efeito da
associacdo entre irrigacdo ultrassbnica passiva a microemulsdo contendo
clorexidina e 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides) em relacéo a
atividade antimicrobiana e a substantividade. Método: Os grupos de estudo
foram divididos em microemulsdo contendo clorexidina e 0Oleo essencial de
alecrim pimenta (Lippia sidoides) (Grupo 1), gel comercial de clorexidina a 2%
(Grupo 2). Cada grupo foi subdividido em A (com agitacao ultrassénica) e B (sem
agitacao ultrassonica), e testados nas condi¢cdes estabelecidas por meio de um
planejamento fatorial 23. Os parametros utilizados para a utilizacdo do ultrassom
foram a poténcia de ativacdo, o tempo e a quantidade de ciclos de ativacao.
Estes foram utilizados nos ensaios de liberacéo in vitro e de substantividade,
avaliacdo da atividade antimicrobiana (em relacdo a Enterococcus faecalis e
Candida albicans) por meio de testes de concentracgéo inibitoria minima e difuséo
em placa de agar Mueler Hinton. Resultados: O uso da ativagéo ultrassénica
influenciou (p<0,05) no ensaio de substantividade, onde a quantidade de
clorexidina presente em dentina quando a agitacao ultrassonica foi utilizada na
microemulsdo aumentou em 80%. Em relagéo a atividade antibacteriana contra
Enterococcus faecalis houve similaridade ao comparar a microemulsao com o
gel comercial de clorexidina a 2%. Ao avaliar acao antifUngica por meio do teste
de difusdo em placas de Agar Mueler Hinton a microemulsdo obteve resultados
superiores ao da clorexidina comercial em gel a 2%(p<0,05). Conclusé&o: O uso
do ultrassom influencia na substantividade da microemulsdo. A microemulsdo
tem potencial promissor enquanto solucdo irrigadora dos canais radiculares
devido a paridade em relacéo a atividade antimicrobiana e superioridade quanto
a acao antifungica.

Palavras chave: Agentes antimicrobianos. Nanotecnologia. Clorexidina.
Tratamento endodoéntico. Oleos essenciais.



ABSTRACT

Introduction: Pathogenic microbiota control plays a fundamental role in
endodontics. The use of irrigating solution with antimicrobial properties combined
with adjuvant therapies does an important role during biomechanical preparation.
Objectives: to evaluate the effect of the association between Passive Ultrasonic
Irrigation and microemulsion containing chlorhexidine and rosemary pepper
essential oil (Lippia sidoides) in relation to antimicrobial activity and substantivity.
Methods: Study groups were divided into microemulsion containing
chlorhexidine and rosemary pepper essential oil (Lippia sidoides) (Group 1),
commercial 2% chlorhexidine gel (Group 2). Each group was subdivided into A
(with ultrasonic agitation) and B (without ultrasonic agitation), and tested under
the conditions established through 23 factorial design. The parameters used for
the use of ultrasound were activation power, time and number of cycles. These
were used in in vitro release and substantivity assays, evaluation of antimicrobial
activity by means of minimal inhibitory concentration tests and diffusion in Mueler
Hinton agar plate. Results: The use of ultrasonic activation influenced (p<0.05)
in the substantivity assay, where the amount of chlorhexidine present in dentin
when using the microemulsion increased by 80%. There was no statistical
difference regarding the antibacterial activity against Enterococcus faecalis
(p>0.05) when comparing the microemulsion with the commercial 2%
chlorhexidine gel. When evaluating antifungal action through the diffusion test on
Mueler Hinton Agar plates, the microemulsion obtained better results than
commercial chlorhexidine in 2% gel. Conclusions: The use of ultrasound
influences the substantivity of the microemulsion. The microemulsion has
promising potential as an irrigating solution for root canals due to parity in relation
to antimicrobial activity and superiority in terms of antifungal action.

Keywords: Antimicrobial agents. Nanotechnology. Chlorhexidine. Endodontic
treatment. Essential oils.



1 REVISAO DE LITERATURA

Foi realizada pesquisa bibliografica na base de dados PUBMED por
trabalhos publicados nos ultimos dez anos e escritos em lingua inglesa. Foram
utilizados os descritores “Endodontic treatment”, “ultrasonic” or “chlorexidine”,”
intracanal”, “enterococcus” e “antibiofilm”. Para a revisdo de literatura foram
selecionados artigos relacionados a tematica da pesquisa, seguindo as normas
do Programa de Pés Graduacao em Odontologia da UFPI.

1.1 Endodontia: desafios e avancos

O conhecimento da morfologia dentaria € de suma importancia para
0 sucesso do tratamento endododntico, porque influencia diretamente na escolha
dos instrumentais a serem utilizados no tratamento dos condutos radiculares. A
diafanizacdo, microscopia éptica, radiografias em duas dimensdes, microscopia
eletrdnica de varredura, ou imagens radiograficas em trés dimensbes geradas
pela utilizacdo de microtomégrafo ou tomégrafo cone beam tem respaldado os
estudos sobre a anatomia dentaria (HABERTHUR; HLUSHCHUK; WOLF, 2021).

Martins et al. (2019) com o uso de estudos sobre a anatomia dentaria
e a andlise estatistica sobre a prevaléncia de caracteristicas comuns a cada
grupo de dentes como: a quantidade de raizes, de condutos radiculares, forma
e espessura dessas, presenca de istmos, canais secundarios, delta apicais,
pdde evidenciar que essas caracteristicas podem variar de acordo com questfes
étnicas e sociodemograficas. Isso demonstra que sao de fundamentais
importancia para um planejamento sobre o tratamento dos canais radiculares e
as eventuais variagdes que irdo demandar abordagens diferenciadas para sanar
guestdes relativas ao desafio microbiologico imposto pelas patologias pulpares
e periapicais.

Para realizar o preparo biomecéanico dos canais radiculares, podem
ser utilizadas limas manuais ou mecanizadas, em associacdo a uma solucéo
irrigadora que apresentem caracteristicas como: atividade antimicrobiana,
favorecer a acdo mecénica das limas quanto a sua movimentacdo dentro dos
condutos, ao reduzir o atrito entre essas e a superficie dentinaria(MENEGHIN et
al., 2006).

As limas endodébnticas tem evoluido principalmente quanto a

composicdo das ligas metalicas que as compfem, tornando-as mais maleéveis



e conseguentemente adaptaveis ao percurso que envolve entrada dos condutos
radiculares até o apice dentario, com melhor poder de corte e resisténcia a
fratura (LOKHANDE; BALAGURU, 2020)

Mesmo com o avanco tecnoldgico, ainda ndo ha um instrumento ou
equipamento capaz de preparar os condutos de forma que a superficie dentinéria
infectada seja removida por completo devido & sua acdo mecanica, 0 que
também ocorre com o biofilme que esta depositado sob essa regiao (TIEN et al.,
2020). Com isso, € indispensavel a acdo das solugdes irrigadoras, porque devido
a sua fluidez conseguem embeber as superficies internas dos condutos, agindo
de forma quimica sobre o biofilme provocando sua ruptura, com efeito bactericida
e ou bacteriostatico, bem como a limpeza dos condutos (SHAWLI et al., 2020).

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é o irrigante mais utilizado endodontia.
Tem como principais caracteristicas: ag¢do antimicrobiana, capacidade de
dissolver e eliminar tecidos organicos e debris dentinarios. Possui como
desvantagens a possibilidade de causar reacfes alérgicas, danos aos tecidos
periapicais e toxidade, segundo Demenech et al. (2021). Em relagcdo a
toxicidade, tem se utilizado o modelo de Hen e o estudo conduzido por
Demenech et al. (2021) demonstrou que tanto o hipoclorito nas concentracées
estudadas (8,25%, 5,25% e 2,5%) quanto a clorexidina a 2% podem apresentar
reacles carateristicas de toxicidade, como a hiperemia, coagulacdes, reacdes
inflamatorias e presenca de areas necroticas.

A citotoxidade do hipoclorito de sédio (FIDALGO et al., 2009), bem
como a existéncia dos casos de resisténcia bacteriana (TELES et al., 2021), tem
incentivado a autores (como o0s descritos por BORZINI et al. (2016)) a
desenvolver substancias que possuam potencial antibacteriano, acao fungicida
e efeitos residuais que possam ser aplicados em odontologia.

Alternativas tem sido buscada para substituirem as solug¢bes de
hipoclorito de sodio. Entre elas tem se destacado o Digluconato de Clorexidina
a 2%. Seu uso foi amplamente divulgado para fins odontolégicos em meados
dos anos 1970 a partir da divulgacéo dos estudos de Mackenzie et al. (1976), e
tem sido o material de escolha quando utilizado para antissepsia oral. Em
endodontia é indicado como medicacao intracanal e solucédo irrigadora, devido
suas propriedades antimicrobianas, amplo espectro de acdo e atividade

antibacteriana residual. Na formulacdo em gel, os detritos gerados ficam



10

suspensos na solucdo e evitam que haja a formacdo de tampao dentinéario e
facilitam sua remocdo(GOMES et al., 2013).

Borzini et al.,2016 realizaram uma revisao integrativa sobre o efeito
de quimioterapicos e extrato de plantas em biofilme de Enterococcus faecalis,
grupo bacteriano frequentemente encontrado em casos de reinfeccdo ou
contaminacgdo persistente. Estudos in vitro tem demonstrado que o potencial
antibacteriano de alguns extratos ou 6leos essenciais tem sido promissor, a
exemplo disso a Uncaria tomentosa (Unha de gato) apresentou efeito anti-
inflamatorio, antiviral, antibacteriano e acdo imunomoduladora (HERRERA et al.,
2010). Schinus terebintifolius Raddi (aroeira-da-praia) apresentou acdo anti-
inflamatoria e bactericida em doses agudas e em doses subagudas nao
produziram efeitos tdéxicos em ratos wistar (DE BRITO COSTA et al., 2012).
Syderoxylum obtusifolium Roem & Schult (quixabeira) , planta encontrada no
nordeste brasileiro, tem seu uso indicado para infeccdes orais e apresentaram
acao efetiva contra Enterococcus faecalis (SANTOS et al., 2009).

Ainda no contexto de produtos naturais, tem-se a evidéncia da agao
da prépolis enquanto agente bactericida, supostamente relacionada a presenca
de flavondides, e anti-inflamatério (KOO et al., 2000). Em relacdo ao gengibre
(Zingiber officinale), percebeu-se a acéo antibiética em bactérias anaerdbicas, e
o extrato de gengibre apresentou atuacao similar ao hipoclorito de sédio 2,5% e
clorexidina a 2% quando foram testados como solucdes irrigadoras para o
preparo biomecanico em dentes extraidos e contaminados com Enterococcus
faecalis (MAEKAWA et al., 2013). O 6leo de mamona (Ricinus communis)
também tem sido sugerido como solugéo irrigadora, e estudos in vitro tem
demonstrado a¢ao contra Escherichia coli e E. faecalis (MENEGHIN et al., 2006).

Outros meios sugeridos no combate as bactérias patogénicas sao os
Oleos essenciais derivados da flora das mais variadas regibes, usadas
empiricamente ao longo da histéria médica das civiliza¢cdes onde essa vegetacao
é encontrada (MARTINEZ et al., 2021). O 6leo essencial de cravo da india
(Syzygium aromaticum) tem indicacdo como bactericida de uso tépico por ndo
se inativar ao ser diluido e nem se alterar na presenca de matéria organica, e ao
eugenol presente em suas moléculas como principal composto tem se justificado
tal propriedade (CHAIEB et al., 2008).
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Dorman; Deans (2000) testaram a acao de 8 tipos de 6leos essenciais
contra 25 tipos de bactérias. Entre eles, destacam-se os derivados de cravinho
(Syzygium aromaticum), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus
vulgaris). O 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides) tem sido objeto
de estudo em Odontologia especialmente por sua atividade comprovada contra
bactérias da cavidade bucal (BOTELHO et al., 2016). Avaliacdes in vivo de
formulacbes em gel, bochecho e dentifricio comprovaram por meio de
parametros salivares a agéo antibacteriana dos constituintes da Lippia sidoides:
Timol e Carvacrol, na reducéo de Streptococcus mutans em criangcas com a
presenca de atividade de carie dentaria (LOBO et al., 2014). Estes possuem
atividade contra todos o0s microrganismos presentes na cavidade bucal
(BOTELHO et al., 2007).

1.2 Formulagdes nanoestruturadas: uma nova perspectiva para a
endodontia

Microemulsdes (MEs) séo sistemas com estabilidade termodinamica,
com transparéncia Optica, isotrépicos e de viscosidade baixa, formados por
goticulas em escala nanométrica, dispersas em uma fase continua de um
solvente imiscivel com a fase dispersa. Em sua formacao estao presentes: agua,
um solvente hidrofébico que é chamado de "6leo”, um tensoativo e,
frequentemente, também um co-tensoativo, (DA SILVA et al., 2015). Também
apresentam como caracteristicas a facilidade e baixo custo de preparacéo, bem
como alta biodisponibilidade dos farmacos utilizados (MISTRALETTI et al.,
2019).

Resende et al.(2008) demonstram que microemulsdes apresentam
propriedades diferenciadas que as tornam particularmente interessantes como
moduladoras da liberacdo de farmacos, principalmente pelas vias oral e topica.
Ainda pontuam que elas se comportam como fluidos pseudoplasticos, néo-
newtonianos, onde a relacdo entre a taxa de deformacdo e a tensdo de
cisalhamento ndo é uma constante o que as tornam adequadas para aplicacoes
farmacéuticas e cosméticas.

Sieniawska et al.(2019) formularam microemulsdes contendo,
separadamente, 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), hortela
(Mentha x piperita L. ‘Multimentha’) e eucalipto (Eucalyptus globulus) e as

BN

avaliaram em relacdo a citotoxicidade e propriedades antioxidantes. As
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microemulsdes apresentaram melhor atividade antioxidante em relagdo aos
Oleos essenciais. O aumento na atividade foi de 13,96% em relacdo ao 6leo
essencial de eucalipto, 22,25% quando comparado ao de horteld e elevou-se em
45,60% relacionado ao Oleo essencial de citronela. As microemulsdes
ofereceram boa solubilidade aos constituintes do 6leo essencial e reduziram sua
volatilidade em meio de cultura.

A forma de apresentacdo das substancias utilizadas para irrigacéo
dos canais radiculares também tem sido objeto de alguns estudos, com destaque
para opcoes que sejam mais eficazes quanto a sua acéo. Ao utilizar clorexidina
em formulacdes nanoestruturadas, Abdelmonem et al.(2019) conseguiram que
a solucao irrigadora pudesse ter uma maior penetrabilidade nos tubulos
dentinarios quando comparada ao gel tradicionalmente utilizado na rotina clinica.

Haseeb et al. (2016), sintetizaram e caracterizaram uma formulacao
contendo nanoparticulas de clorexidina encapsuladas para ser utilizada como
uma solucéo irrigadora de canais radiculares com liberacdo prolongada. Sua
acao antimicrobiana for testada in vitro em Enterococcus faecalis, por meio da
mensuracao do diametro do halo de inibicdo bacteriano. Pode se observar que
as nanoparticulas contendo clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana
por até 21 dias, evidenciando que a nanotecnologia pode modular a
biodisponibilidade, liberagcdo do composto quimico, substantividade e acéao
bactericida.

Abdelmonem et al. (2019) desenvolveram uma nanoemulséo
contendo hidroclorido de clorexidina com o objetivo de melhorar a sua
capacidade de penetracdo, sanitizacdo e efeito antibacteriano. Para isso
compararam a formulagcdo nanoestruturada nas concentragdes de 0,75% e 1,6%
com o gel tradicional de clorexidina a 2% em relacdo a penetrabilidade e limpeza,
avaliadas em microscopia eletronica de varredura. Avaliaram também o efeito
bactericida por meio da mensuracdo de unidades formadoras de colbnia. A
nanoemulsdo a 1,6% apresentou os melhores resultados (p<0,05) frente as
propriedades testadas. E assim, mostrou-se promissora quanto a sua utilizacao

como solucéo irrigadora em canais radiculares.

Santana Neto et al. (2020) desenvolveram uma microemulsao

contendo digluconato de clorexidina e 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia
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sidoides). Para avaliar sua atividade antimicrobiana realizaram um estudo in vitro
em modelo de dentina bovina, contaminada com Enterococcus faecalis. O
resultado obtido foi similar ao encontrado quando se utilizou o gel comercial de
digluconato de clorexidina a 2% como comparativo do estudo. Entretanto, pode
se observar que a formulagdo nanoestruturada apresentou valores relacionados
a sua substantividade um potencial de acdo quatro vezes maior quanto a solucao

irrigadora tradicionalmente utilizada sob a forma de gel.

1.3 Irrigagéo ultrassonica passiva (PUI) x Sanitizagdo dos condutos

Joy et al. (2015) com o objetivo de avaliar a influéncia da técnica de
irrigacéo na remocao do biofilme dentinario dos canais radiculares realizaram um
estudo ex vivo. Foram utilizados 40 incisivos centrais superiores (com raizes
retas e um conduto radicular), divididos em dois grupos a serem testados:
irrigacéo convencional e irrigacao ultrassbnica passiva, e estes subdivididos em
quatro subgrupos dependendo da espessura e conicidade do conduto preparado
(limas de diametro apical 20 e 40 e conicidade 0,04 e 0,08). A média de biofilme
residual foi maior no tergo coronério e diminuiu com o aumento do calibre do
instrumento utilizado para preparar os condutos. A reducédo também pode ser
vista com o0 aumento do taper das limas utilizadas, assim como com o volume de
solucéo irrigadora. O estudo aponta que a utilizacdo de PUI se mostrou eficaz
na remocao de biofilme.

Cherian; Gehlot; Manjunath (2016) por meio de um estudo in vitro
avaliaram se a irrigacdo ultrassonica passiva influenciava o efeito antimicrobiano
da clorexidina e dihidro octanidina. Dentes unirradiculares foram preparados,
utilizando alargadores de gates glidden do tamanho 1 ao 3 no ter¢o coronario, e
a regido apical instrumentada até a lima Kerr n°50. O hipoclorito de sodio a 1%
foi a solugéo irrigadora utilizada. Os dentes foram esterilizados, em seguida
postos em meio de cultura contendo Enterococcus faecalis para formarem um
biofilme sobre a superficie dentinaria. Foram utilizados para o estudo quatro
grupos contendo 12 dentes, onde cada formulacdo foi testada com e sem
ativacao ultrassénica, e o raio de acéo das formulac¢des foi mensurado por meio
de microscopia eletrbnica de varredura. Houve associacdo entre o uso da

ativacao ultrassbnica e ampliacdo do efeito antimicrobiano. O uso da irrigacéo
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passiva reduziu por completo a carga bacteriana a uma distancia de 200um, e
consideravelmente a 400um.

De Vasconcelos et al. (2017) realizaram um estudo in vitro com o
objetivo de avaliar o efeito da irrigacao ultrassdnica passiva (PUI) na desinfeccéo
dos canais radiculares. Para isso, utilizaram 84 incisivos inferiores divididos em
seis grupos. Os dentes foram preparados com trés sistemas mecanizados
diferentes, com e sem a utilizacéo do ultrassom, Biorace®, ProTaper Universal®
e Reciproc®. O efeito desinfetante foi mensurado por meio de cones de papel
utilizados para coletar o contetdo bacteriano apos instrumentacéo, estes foram
inseridos em meio de cultura contendo BHI (Brain Heart Infusion), com trocas
sucessivas por cinco dias, para ao final serem contabilizadas as formacdes de
colonias bacterianas. Os grupos onde a PUI foi utilizada apresentaram reducéo
na contagem de bactérias quando comparados ao grupo controle positivo. O uso
do ultrassom, independentemente do sistema mecanizado, mostrou-se eficaz
como terapia adjuvante na desinfecdo dos canais radiculares.

Caputa et al. (2019) realizaram uma revisdo sistematica para
conseguir evidéncias sobre: a limpeza e desinfeccao dos canais radiculares, e a
cicatrizacao periapical quando se utiliza PUI ou a irrigacdo manual convencional,
nos tratamentos de infeccbes endoddnticas primarias de dentes permanentes
com apice fechado. De um conjunto de 1966 artigos pré selecionados, 48 foram
recomendados para leitura completa. Desses artigos, 20 tratavam sobre a
remocdo de tecido mineralizado e debris dentinarios, 19 sobre efeito
antimicrobiano, oito sobre a remocao de remanescentes pulpares e um sobre
cicatrizacdo periapical. O nivel de evidéncias foi considerado baixo e nenhuma
recomendacao forte, para indicar uma das técnicas, pode ser estabelecida.

Silva et al. (2019) com o objetivo de evidenciar a influéncia da
irrigacdo ultrassdnica passiva (PUl) na cicatrizacdo da regido periapical e
desinfeccdo do canal radicular, realizaram uma revisdo sistematica. Buscaram
nas bases de dados artigos relacionados ao tema, e ao final do processo de
selecéo, trés estudos preencheram o critério de inclusédo: ser ensaio clinico
randomizado que comparasse as técnicas de irrigagdo ultrassbnica (PUI) e
manual convencional (NAI). Ndo existem evidéncias que preconizem o uso de
PUI ao invés de NAI com o intuito de melhorar a cicatrizacdo periapical ou a
desinfeccao bacteriana.
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Com o objetivo de identificar se ao ser utlizada a irrigagéo
ultrassdnica passiva ou a irrigacdo manual convencional, havera diferenca
guanto a desinfeccao dos condutos radiculares, Moreira et al. (2019) publicaram
uma revisdo sistemética com metandlise. A busca nas bases de dados pré
selecionou 3.414 artigos, e desse montante nove puderam permanecer no
estudo e passaram por um processo de avaliacao critica. Ao analisar os trés
artigos que puderam fazer parte da metanalise, identificaram que ndo houve
associagao entre a técnica de irrigacdo e melhores resultados na desinfe¢do dos
canais radiculares.

Orozco et al. (2020) por meio de um ensaio clinico randomizado
avaliaram a eficacia da ativacdo ultrassbnica passiva enquanto protocolo de
irrigagao final, na descontaminagdo dos canais radiculares com infecc&o
endoddntica priméaria. Dois grupos fizeram parte do estudo: um utilizando
irrigacdo manual e outro com ativacdo ultrassdnica. Um total de dez dentes
unirradiculares, com necrose pulpar e periodontite apical, apds serem
instrumentados, foram alocados em cada grupo. Foram realizadas trés coletas
para verificarem as bactérias presentes nos condutos: uma antes e outra apos a
instrumentacao, e a terceira apds o uso de EDTA a 17%. Considerando a média
de reducao de bactérias viaveis para cultura, houve associacdo entre o uso do
ultrassom e a queda do numero de bactérias no conduto(p<0,05). A utilizacao da
ativacao ultrassdnica passiva se mostrou eficaz na reducdo do numero de

bactérias e consequente desinfec¢do dos canais radiculares.

1.4 Solucgdes irrigadoras x atividade antimicrobiana

Goncalves et al. (2016) realizaram uma revisdo sistematica para
avaliar o efeito das solucdes irrigadoras na desinfeccédo de canais radiculares.
Apds busca em base de dados utilizando o parametro: ensaio clinico
randomizado ou ndo randomizado que comparasse hipoclorito de sddio com
clorexidina, um total de cinco artigos fizeram parte do estudo. Concluiram que
ambas possuem propriedades desinfetantes e que ndo ha evidéncias para
indicar uma das solu¢cbes para o tratamento endodbntico de dentes
unirradiculares.

O objetivo de identificar se ha associacao entre o uso de clorexidina

ou hipoclorito de sédio na reducéo dos niveis de endotoxina ap0s o preparo dos
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condutos de dentes com infeccé&o primaria motivou Neelakantan et al. (2019) a
realizar uma revisdo sistematica com metandlise. Apdés busca por ensaios
clinicos (randomizados e ndo randomizados) publicados nas bases de dados
indexadas, 348 artigos foram selecionados, a priori, e apds leitura completa,
utilizaram quatro artigos para o estudo. Ao executar a metanalise, identificaram
associacdo entre o uso de solucbes de hipoclorito de sddio e a reducao de
endotoxinas no canal radicular em dentes com infeccdo endoddéntica primaria.

Ruksakiet et al. (2020) realizaram uma revisdo sistematica com
metandlise com objetivo de discutir sobre a eficacia antimicrobiana na
desinfeccdo de canais radiculares das solucbes de hipoclorito de sédio e
clorexidina enquanto irrigantes de canais radiculares em ensaios clinicos
randomizados. Em uma busca priméria encontraram 2.110 artigos e ao final do
processo de refinamento de selecdo, oito artigos integraram o estudo com
metanalise. A recomendacdo obtida é que ambas possuem efeito
antimicrobiano, reduzindo a carga bacteriana nos condutos tratados
endodonticamente.

Reddy et al. (2020) investigaram a capacidade antifungica de solucéo
irrigadora a base de octenidina (Octenisept) comparada ao hipoclorito de sédio
associado ao edta e clotrimazol, com tampéao de fosfato como grupo controle.
Para tanto, valeram-se de dois grupos principais: jovens e idosos, subdivididos
para cada substancia testada. Houve associacéo entre o uso de Octenisept em
dentinas jovens e a acdo antifingica, contudo, entre as substancias testadas nao
houve diferenca estatistica mesmo com melhores resultados para a nova
solucéo.

Awawdeh; Jamleh; Al Beitawi, 2018 estudaram, in vitro, a atividade
antifangica de solucdo contendo Propolis a 30%, mistura contendo doxiciclina,
acido citrico e detergente (MTAD), clorexidina 2%, hipoclorito de sédio a 3% e
solucdo salina na presenca ou auséncia de smear layer. Cilindros de 9mm
obtidos a partir de raizes de dentes humanos foram preparados, contaminados
com Candida albicans e submetidos a acdo das formulacdes testadas. Nao
houve acdo antifungica da solucdo salina e MTAD, e as demais substancias

apresentaram atividade antifingica, porém sem diferenca estatistica entre si.
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2 DESENVOLVIMENTO
INTRODUGCAO

O controle da infeccdo em endodontia é desafiador, devido as
particularidades anatémicas do sistema de canais radiculares como a presenca
de istmos, ramificacdes e curvaturas® Estes podem ndo sofrer a acdo dos
instrumentais e da solucdo irrigadora utilizados no preparo biomecanico?. A
microbiota endodéntica € plural, composta por microrganismos gram-positivos,
gram-negativos, aerébicos e principalmente por anaerdbicos, o que requer da

solucdo irrigadora uma amplo espectro de acéo3.

O preparo biomecanico necessita de uma solucéo irrigadora que,
entre outras propriedades, atue como agente antimicrobiano, e facilite a acéo
mecanica das limas ao agir como lubrificante dos sistemas de canais
radiculares®. O hipoclorito de sédio (NaOCI) é a solucdo com maior utilizagédo na
pratica endodontica, devido sua capacidade de dissolver tecidos, amplo espectro
de acéo antibacteriana, no entanto a sua citotoxicidade é evidenciada e com isso
ha a necessidade de se utilizar alternativas mais seguras®. Frente a isso, 0
digluconato de clorexidina a 2% tem se apresentado como solucéo alternativa, e
entre as vantagens de utilizacao estdo sua capacidade de acao antibacteriana,
antifungica e efeito residual®. Como contraponto, apresenta a impossibilidade de

dissolucéo tecidual 7 8.

O uso de formulacdes nanoestruturadas tem sido proposto como
solugdes irrigadoras, e entre elas as microemulsdes °1°. Estas sdo definidas
como formulacdes que possuem estabilidade termodinamica, transparéncia
Optica, isotrépicas e de viscosidade baixa, formados por goticulas em escala
nanomeétrica, facilidade e baixo custo de preparacdo, bem como a modulacéo da
liberacéo dos farmacos'1213, A utilizacédo de formulacdes nanoestruturadas com
a clorexidina entre seus constituintes permitiu a reducdo da concentracao
utilizada de 2% para 1,6% ° e a ampliacdo da liberacdo da quantidade de

clorexidina ao estudar seu efeito de substantividade1°.

Para complementar a acdo das solugdes irrigadoras utilizadas durante

a instrumentacdo dos canais radiculares, terapias adjuvantes tem sido
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sugeridas®!4. Entre elas, a irrigacdo ultrassdnica passiva se apresenta como
opcéao *° pois ao utilizar a ativagdo ultrassonica, ocorre a formacgdo de micro
cavitacoes acusticas e consequente agitacdo da solucdo irrigadora, que
aumentam sua capacidade de remocao de detritos nos canais radiculares e a

dissociacéo do biofilme bacteriano®.

Embora novas formulagbes e terapias complementares sejam
testadas isoladamente com o intuito de aumentar os indices de sucesso da
terapia pulpar, € necessario avaliar o sinergismo entre as solucdes irrigadoras e
terapias adjuvantes. Frente ao exposto, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a
influéncia da agitagéo ultrassonica passiva frente a atividade antimicrobiana e
substantividade de microemulsdo contendo clorexidina e 6leo essencial de

alecrim pimenta (Lippia sidoides).
MATERIAL E METODOS
Material

Para a formulagéo da microemulséao foram utilizados Tween80® P.S.
(Polissorbato) e Miristrato de Isopropila® P.A. (Dindmica Quimica
Contemporanea, Indaiatuba-SP, Brasil), Transcutol P® (Fagron, Anapolis-GO,
Brasil), Digluconato de Clorexidina (Teor 20%) (Art Farma, Teresina-PI, Brasil),
Oleo essencial de alecrim pimenta — Lippia sidoides (Lazlo, Belo Horizonte-MG,

Brasil).

Os dentes bovinos foram gentilmente cedidos por Frigotil (Timon-MA,
Brasil). Para secciona-los foram utilizados discos diamantados (American Burs®,
Palhoca-SC, Brasil), para o preparo dos condutos foram utilizadas limas
reciprocantes R50 (Vdw®, Munique, Alemanha), motor endoddntico VDW Silver
e contra-angulo (Vdw®, Munique, Alemanha), e para ativacdo ultrassbnica o
inserto Irrisonic E1 (Helse®, Sao Paulo, Brasil) acoplado em equipamento
ultrassoénico Profi-Class Il (Dabi-Atlante®, Ribeirdo Preto, Brasil). Também foi

utilizado clorexidina gel (Maquira®, Sao Paulo, Brasil).
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Métodos
Formulacao e caracterizagdo da microemulséo

Os protocolos para a obtencédo da formulacdo e sua caracterizagcao

seguiram método utilizado por Santana Neto et al, 20201°,

Obtencdo da formulacdo nanoestruturada

Para a obtencdo da formulagcdo nanoestruturada foi utilizado um
tensoativo (Tween80®) associado a um co-tensoativo (Transcutol®), em seguida
incorporou-se a fase oleosa, constituida de um oOleo sintético (Miristrato de
isopropila®) e do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides) (Lazlo, Belo
Horizonte, Brasil). A fase aquosa contém agua purificada, obtida através de
sistema osmose reversa (Milipore, Alemanha), e clorexidina a 2% (Art farma,
Teresina, Brasil). Conforme descricdo da Tabela 01 propor¢cdes adequadas de
tensoativo e co-tensoativo, fase oleosa e fase aquosa foram homogeneizadas
sob agitacdo magnética com velocidade igual a 300 rpm, por dez minutos a
temperatura ambiente.?

Tabela 1: Descricdo da composicdo da microemulsao utilizada na pesquisa,

funcéo e proporcao.

Componentes Funcao Proporcao em peso (%)
Tween® 80 Tensoativo 43,9%

Transcutol® P Co tensoativo  11%

Miristrato de Isopropila® Fase Oleosa 4,1%

Oleo essencial de alecrim Fase Oleosa 2%

pimenta (Lippia sidoides)

Digluconato de Clorexidina Fase Aquosa 2%

Agua destilada g.s.p Fase Aquosa 37%

Confeccao de modelos de dentes bovinos
Dentes Incisivos bovinos foram extraidos, mediante autorizacéo e

doacéo pelo frigorifico FRIGOTIL (Timon, Brasil) em acordo com as Lei n°
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11.794, de 08 de agosto de 2008, e Lei n°® 9.605 de 12 de fevereiro de 1998, que
versam sobre a utilizacdo de material bioldgico proveniente de abatedouros para
a realizacdo de pesquisas cientificas. Estes foram acondicionados em soro
fisiologico e posteriormente limpos para que ndo houvesse resquicios de 0sso e
ligamento periodontal’’”. Em seguida as raizes foram seccionadas
transversalmente de forma que medissem 18mm do apice até a regido da
seccdo, e o tecido pulpar removido com uso de limas reciprocantes R50 (VDW®,
Séo Paulo, Brasil). Essas raizes entao foram esterilizadas em autoclave.

Para a confeccdo do modelo com raizes de dentes bovinos, a
superficie dentaria externa foi selada com esmalte de unha incolor, e o forame
apical com barreira gengival fotopolimerizavel. Potes dappen foram isolados, e
resina acrilica autopolimerizavel incolor foi usada para preencher a regido de
maior embocadura. Em seguida, as raizes foram inseridas individualmente em
cada pote, estando completamente envoltas pela resina acrilica. Apds a presa
do material, cada unidade de estudo foi destacada e estocada para uso em
momento oportuno.

Para os modelos de dentina bovina a serem utilizadas no estudo de
substantividade a referéncia passou a ser a juncdo amelodentinaria, onde foi
realizada a marcacao inicial e 1 (um) centimetro abaixo desta foi delimitada a
segunda marcacao. Apés a seccao da estrutura dentaria, foram obtidos blocos
(semelhante a anéis) de raiz bovina medindo 1cm de espessura. A superficie
externa desses blocos foi selada com esmalte de unha incolor'®.

Determinacdo das melhores condicdes para ativacdo ultrassonica, via

planejamento fatorial 23

A andlise fatorial 23 € uma ferramenta estatistica util, onde a interacao
entre diversas variaveis, analisadas por modelos estatisticos, podem ser
avaliadas e seus resultados utilizados para definir as melhores condicdes
experimentais®. As definicbes dos parametros do planejamento fatorial
23(conforme Tabela 2)partiram das instrugbes do fabricante do inserto
ultrassoénico Irrisonic E1 (Helse, Sdo Paulo, Brasil), onde preconizam sua
utilizagdo com poténcia maxima de 20% e minima de 10% , e do protocolo
preconizado por Van der Sluis 1°,que sugere ativacao ultrassénica em trés ciclos

de 20 segundos de agitagdo, com intervalo de igual periodo de tempo .
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Foi utilizado um aparelho gerador de onda ultrassénica Profi Class IlI
(Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, Brasil) (com frequéncia entre 24000 e 30000 Hz)
que através de um transdutor, utilizando pastilhas ceramicas, transmite a
instrumentos ativos, vibracdo mecéanica na mesma frequéncia. A refrigeracéo

nao foi utilizada devido a utilizacéo da irrigacdo ultrassonica passiva.

Tabela 2: Parametros utilizados para realizagéo do planejamento fatorial 23

Niveis usados

-1 +1
Fatores (variaveis independentes)
A Poténcia do ultrassom (%) 10 20
B Tempo do ultrassom (seg.) 30 60
C Ciclos do ultrassom 1 3

Respostas (variaveis dependentes)

R1 Tamanho da goticula (nm)
R2 indice de polidisperséo
R3 Potencial zeta (mV)

A influéncia da agitagéo ultrassbnica na formulagdo nanoestruturada
foi avaliada em relacdo ao tamanho das particulas (diametro médio), indice de
polidispersao e potencial zeta ({), com o objetivo de definir as condi¢cbes 6timas
da microemuls&o para os ensaios que foram submetidas. Poténcia do ultrassom;
tempo de agitacao e ciclos de agitacdo foram as condic¢des utilizadas para avaliar

suas influéncias na microemulsao, conforme a Tabela 2.

As possiveis combinagfes do delineamento resultaram em oito
condicbes experimentais (F1-F8), que estdo descritas na tabela 3. Essas
combinac¢des foram utilizadas para buscar a condicdo otimizada que afetasse
menos a morfologia da microemulsédo apés o processo de agitacao ultrassbnica

no modelo de dente bovino. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Tabela 3. Descricdo dos fatores, respostas e niveis usados no planejamento

fatorial 23
Combinacdes Condigles
Poténcia (%) Tempo (s) Ciclos

F1 20 60 1
F2 10 60 3
F3 10 30 1
F4 20 30 3
F5 20 60 3
F6 10 30 3
F7 10 60 1
F8 20 30 1

Para realizacdo do estudo, os modelos de raizes bovinas foram
utilizados. O conduto radicular estava completamente preenchido pela
microemulsdo e apds a ativacdo do inserto ultrassénico de acordo com cada
combinacgéo proposta, a formulacao agitada foi aspirada e inserida em Ependorf
de 1,5mL, diluidas em Agua Milli-Q na proporc&o de 1:100 e lidas em Zetasizer

nanoseries (Malvern, Inglaterra).

Para avaliar o melhor ajuste do modelo foi utilizado o software de
experimentos (Design-Expert) (versdo de teste 12.0.1.0, Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, MN, EUA). Cada parametro foi testado estatisticamente por andlise
de variancia (ANOVA), com nivel de confianca de 95% (p<0,05). Além disso, 0s
valores de R? ajustado e R? previsto do modelo foram determinados para cada
resposta, no qual a diferenca entre ambos néo deve ser menor que 0,2. Os
modelos de resposta foram otimizados para reduzir o diametro médio de
goticula, como também o indice de polidisperséo e aumentar o potencial zeta(().
A composicdo com maior valor de desejabilidade (desirability) foi escolhida como

a condicao ideal para a realizacéo dos demais ensaios.
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Caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes microemulsionadas
Caracteristicas organolépticas

Na andlise organoléptica do sistema foram observados: o seu
aspecto, cor, homogeneidade e processos de instabilidade como cremeacéo e

separacédo de fases %°.

Doseamento da clorexidina contida na microemulsao

Para a determinagéo do teor de clorexidina na curva de calibragéo do
sistema nanoestruturado, a técnica de espectrofotometria por UV foi utilizada ao
realizar as leituras em Espectrofotometro UV-Vis UV 1800 (Shimadzu, Jap&ao).
Todas as andlises foram realizadas a 25°C na faixa de 265,8 nm, com cubeta de
quartzo de 1cm, e o solvente utilizado etanol/agua (1:1, v/v) conforme método
validado por Santana Neto et al,2020°,

Determinagdo de tamanho(nm), indice de polidispersédo (IPD) e potencial
zeta ()

O tamanho das goticulas nanométricas e indice de polidisperséo foi
determinado através da técnica de espalhamento de dindmico de luz (DLS),
também denominada espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS), cuja técnica
fornece o raio hidrodindmico das particulas coloidais (Malvern, Inglaterra). O

experimento foi realizado em triplicata°.

Ensaios de liberagcdo de clorexidina veiculada em microemulsdo, em

condicdes de influéncia de agitacao ultrassénica

O ensaio de liberagdo in vitro da microemulsdo contendo
clorexidina e 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides) foi realizado
utilizando células de difusédo do tipo Franz em modelo automatizado Phoenix™
(Teledyne Hanson Research, FL, USA). Este sistema é composto por uma célula
de vidro doadora e uma receptora separada por uma membrana de difusdo de
acetato de celulose (Milipore MWCO 4000-6000). A amostra foi depositada sob
a membrana em contato com o meio receptor, permitindo a passagem da
microemulséo da parte doadora para a receptora. A area de difusdo das células

foi de 1,77 cm2 com 12 mL de volume do compartimento receptor.
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Para realizacdo do estudo, os modelos de raizes bovinas foram
utilizados. O conduto radicular estava completamente preenchido pela
microemulséo e logo apods a ativacdo do inserto ultrassdnico sob as condi¢cfes
otimizadas, seu conteudo foi aspirado e uma aliquota 400 yL da microemulséo
foi depositada sob a membrana de difusédo na parte doadora da célula de Franz.
O meio receptor composto por tampao fosfato 50 Mm com Tween 80 a 0,5%
(pH= 7,4) foi escolhido para manter a condigédo “sink’ do sistema. Para o ensaio
foram utilizadas seis células de difusdo do tipo Franz, mantidas a temperatura
de 37°C sob agitacdo magnética a 400 rpm.

Para analisar o perfil de liberacdo, amostras da solucéo receptora
foram coletadas nos seguintes tempos (contados a partir do inicio do
experimento): 1h, 2h, 3h, 4h, 5h e 6 horas. As leituras das aliquotas coletadas
serdo realizadas em UV-Vis conforme topico presente no estudo de Santana
Neto et al,2020'°. O volume total da fase receptora serd substituido a cada

amostragem para reposicdo do meio?.

A fim de determinar o mecanismo de liberacdo do farmaco das
formulacdes, os dados experimentais foram ajustados a diferentes modelos
cinéticos usando o suplemento DDsolver para Microsoft Excel® 2%, O modelo que
melhor descreveu os dados de liberagéo foi avaliado com base no coeficiente de
determinacao ajustado (R? ajustado), na raiz do erro quadratico médio (RMSE)
e no critério de selecdo do modelo (MSC). O método mais adequado sera aquele
com o maior R2 ajustado, menor RMSE e maior MSC 2L,

A microemulsao sem influéncia da ativacdo ultrassdnica também foi
analisada seguindo a mesma metodologia em que a microemulsdo agitada fora
submetida.

Anélise da substantividade em modelo de dentina bovina

Para avaliar a substantividade foram utilizados 16 cilindros oriundos
da raiz de incisivos bovinos, com 1cm de espessura, oriundas do terco cervical,
imersos por cinco minutos nas seguintes formulagdes: Microemulsé&o contendo
clorexidina e 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides) (Grupo 1), Gel
comercial de clorexidina a 2% (Grupo 2). Cada grupo foi subdividido em A (com
agitacao) e B (sem agitacéo), e testados nas condi¢des estabelecidas por meio

do planejamento fatorial 23.
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Em seguida, os espécimes foram lavados em agua destilada para
remover o excesso das formulagdes, por meio de dez imersfes consecutivas.
Apos a lavagem, foram estocados em tubos de ensaio contendo 10mL de agua
destilada.

Aliquotas de 3mL foram removidas de cada tubo de ensaio para
avaliar a quantidade de clorexidina presente na amostra, em seguida a mesma
quantidade de agua destilada foi reposta, para que os blocos de dentina
permanecessem submersos no mesmo volume de solugédo. As coletas das
amostras foram realizadas nos seguintes tempos: 10 min, 30 min, 60 min, 120
min e 360 min. As aliquotas foram avaliadas por método de quantificacdo por
espectroscopia UV/Vis (A = 265,8 nm).

Avaliagcao da atividade antimicrobiana das formulagdes

Obtencédo da concentracao inibitéria minima

A andlise da atividade antimicrobiana foi realizada com a utilizacéo de
microplacas estéreis com 96 pocos. Com isso, a avaliacdo da CMI
(Concentracdo Minima Inibitéria) foi determinada pela metodologia da
microdiluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) modificada, em que o caldo Muller-Hinton substituiu o caldo BHI (Brain
Heart Infusion). Utilizou-se as cepas Enterococcus faecalis NCTC12697
(WDCMO00087) e Candida albicans ATCC® 1023172

Suspensodes bacterianas e fungicas de aproximadamente 1 x 10° UFC
/ mL foram expostas a diferentes formulagcdes com concentracao inicial de 2%
diluidas em série (variando de 1:2 a 1:256). As placas de microtitulagdo com
Enterococcus faecalis foram incubadas a 37 ° C por 24 h, e as contendo Candida
albicans foram incubadas a 37 ° C por 48 h. Em seguida, 30 yL de resazurina
(0,01% p/v em éagua destilada estéril) foram adicionados a cada poc¢o para
detectar crescimento bacteriano por mudanca de cor de azul para rosa. CMI foi
definido como a concentragdo mais baixa em que nenhum crescimento
bacteriano e/ou fungico foi observado. Os experimentos foram realizados em
triplicata 22

Para a realizagdo do teste os grupos foram divididos em:
Microemulséo contendo clorexidina e 0leo essencial de alecrim pimenta (Lippia

sidoides) (Grupo 1), Gel de clorexidina a 2% (Maquira, Sdo Paulo, Brasil) (Grupo
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Conclusoes:

ApoOs os resultados obtidos por este estudo, podemos inferir que a
microemulsédo permanece com as melhores caracteristicas no sistema de canais
radiculares mesmo apos a aplicacdo do protocolo de irrigacdo, e ndo existe
indicio de mudanca na estrutura da formulacdo apos a aplicacdo destas
condi¢cBes experimentais: ativacao do inserto ultrassdénico em poténcia de 20%,
durante trés ciclos de 10 segundos. A ativacdo ultrassdnica aumentou a

substantividade em modelo de dentina bovina.

Além disso observou-se que a microemulsdo possui atividade
antifangica superior a formulacdo comercial de clorexidina, como também
demonstrou ser um veiculo promissor para carrear a clorexidina, onde a
presenca do Oleo essencial de alecrim pimenta podera ampliar a atividade

antifangica das solucgdes irrigadoras.

Visto o0s resultados encontrados a microemulsdo tem potencial
promissor enquanto solucdo irrigadora dos canais radiculares. O
aprofundamento dos estudos sobre efeito sinérgico da clorexidina com o 6leo
essencial de alecrim pimenta, citotoxidade, e ensaios de sobre seguranca de sua
aplicabilidade clinica poderdo corroborar com as expectativas geradas por esta

pesquisa.
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APENDICE A - Tabelas Suplementares

Tabela 1. Resumo da andlise de regresséo das respostas

Modelo R? R? R? Preciséo Desvio CV (%)
Ajustado Previsto  Adequada Padrédo

Tamanho 0,94 0,92 0,87 14,00 0,03 19,55

IPd 0,48 0,25 -0,17 4,00 0,06 13,57

Potencial Zeta 0,69 0,56 0,31 6,89 5,03 31,13

Equacbes de regressdo do modelo ajustado

R1=0,1647 - 0,0207A - 0,0216B + 0,0261C - 0,0233AB + 0,0201AC + 0,0358BC - 0,0859ABC
R2 =0,4628 - 0,0136A - 0,0033B - 0,0192C + 0,0226AB + 0,0080AC - 0,0111BC + 0,0341ABC
R3=16,15-2,17A + 0,1700B - 0,1350C - 0,4400AB + 2,36AC - 1,46BC + 5,03ABC

Tabela 2: Resumo da Anova para tamanho da goticula

Parametros Soma dos quadrados df Média ValordeF Valordep

Modelo 024 7 0,03 36,58 <0.0001
A-Poténcia 0,0097 1 0,0097 10,16 0,0061
B-Tempo 0,0105 1 0,0105 10,96 0,0047
C-Ciclos 0,0154 1 0,0154 16,07 0,0011
AB 0,0123 1 0,0123 12,83 0,0027
AC 0,0091 1 0,0091 9,55 0,0075
BC 0,0290 1 0,0290 30,33 <0.0001
ABC 0,1667 1 0,1667 174,24 <0.0001
Pure Error 0,0144 15 0,0010

Cor Total 0,2594 22




Tabela 3: Resumo da Anova para indice de polidispersao

Source  Sumof Squares df Mean Square F-value p-value
Model 0,0583 7 0,0083 2,11 0,1021
A-Poténcia 0,0045 1 0,0045 1,13  0,3036
B-Tempo 0,0003 1 0,0003 0,0659 0,8006
C-Ciclos 0,0089 1 0,0089 2,25 0,1535
AB 0,0123 1 0,0123 3,12  0,0966
AC 0,0016 1 0,0016 0,3935 0,5393
BC 0,0030 1 0,0030 0,7532  0,3983
ABC 0,0279 1 0,0279 7,09 0,0170
Pure Error 0,0631 16 0,0039
Cor Total 0,1214 23

Tabela 4: Resumo da Anova para Potencial ¢

Source  Sum of Squares df Mean Square Valor de F Valor dep

Model 909,76 7 129,97 5,14 0,0032
'F?\(;téncia 112,49 1 112,49 4,45 0,0509
B-Tempo 0,6936 1 0,6936 0,0275 0,8705
C-Ciclos 0,4374 1 10,4374 0,0173 0,8970
AB 465 1 4,65 0,1839 0,6737
AC 133,10 1 133,10 5,27 0,0356
BC 51,16 1 51,16 2,03 0,1739
ABC 607,22 1 607,22 24,04 0,0002
Pure

404,18 16 25,26
Error

Cor Total 1313,94 23






