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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar in vitro a agdo antimicrobiana de quatro medicag¢des intracanal
convencionais e a substancia natural (tintura de propolis a 20%) como uma medicagéo intracanal
alternativa, frente as cepas bacterianas Enterococcus faecalis e Kocuria Rhizophila. Foi realizado, em
duplicata, o teste de difusdo em agar para as seguintes substancias: hidroxido de calcio, solugdo de
clorexidina a 2%, paramonoclorofenol canforado (PMCC), Otosporin®, e tintura de prépolis a 20%. Os halos
de inibicdo foram medidos depois de 24 h, em seguida foi feita a média entre as duas placas, e
posteriormente o valor encontrado foi submetido a analise variancia (ANOVA) e teste post-hoc (Tukey HSD).
Houve diferenga estatistica significante entre todas as substancias testadas (p<0,05), exceto para hidréxido
de calcio e Otosporin® frente & cepa E. faecalis. A tintura de prépolis apresentou uma boa agéo
antimicrobiana, com resultados superiores ao hidroxido de calcio, Otosporin® e PMCC contra E. faecalis €;
ao hidréxido de calcio contra K. rhizophila. Entretanto, a substancia mais efetiva para ambas as bactérias
foi a solugédo de clorexidina a 2%. Conclui-se que a prépolis € uma alternativa viavel como medicagéo
intracanal, por possuir agado antibacteriana satisfatoria, ser natural, atoxica, biocompativel e de baixo custo.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial action of four conventional intracanal
medications and the natural substance (20% propolis tincture) as an alternative intracanal medication,
against bacterial strains Enterococcus faecalis and Kocuria Rhizophila. The agar diffusion test was
performed in duplicate for the following substances: calcium hydroxide, 2% chlorhexidine solution,
camphoric paramonochlorophenol (PMCC), Otosporin®, and 20% propolis tincture. The inhibition halos were
measured after 24 h, then the average between the two plates was made, and then the value found was
subjected to analysis of variance (ANOVA) and post-hoc test (Tukey HSD). There was a statistically
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significant difference between all tested substances (p <0.05), except for calcium hydroxide and Otosporin®
against the E. faecalis strain. The propolis tincture showed a good antimicrobial action, with results superior
to calcium hydroxide, Otosporin® and PMCC against E. faecalis e; to calcium hydroxide against K. rhizophila.
However, the most effective substance for both bacteria was the 2% chlorhexidine solution. It is concluded
that propolis is a viable alternative as an intracanal medication, because it has satisfactory antibacterial

action, is natural, non-toxic, biocompatible, and of low cost.

Keywords: Endodontics. Enterococcus faecalis. Phytotherapy. Propolis.

Introducgao

Enterococcus Faecalis é classificada como uma bactéria anaerdbia facultativa, gram-positiva, encontrada
na microbiota oral humana, podendo se estabelecer dentro dos canais radiculares, sendo frequentemente
associada a infecgdes endoddnticas persistentestll. A elevada prevaléncia da espécie E. faecalis nos casos
de insucesso endoddntico se justifica devido a diversos mecanismos de sobrevivéncia encontrados na
literatura?, como sua habilidade de penetrar os tibulos dentinarios, aderindo firmemente as paredes de
dentina, e se organizando na forma de biofilmeld. Além de apresentar alta capacidade de adaptagédo e

sobrevivéncia em condigdes desfavoraveis, com escassez de nutrientesl2l,

Outro microrganismo comumente encontrado em infecgdes endoddnticas € a Kocuria Rhizophila, classificado
como uma bactéria aerébia gram-positival4l. A cepa deste microrganismo possui células altamente resistentes

sob variadas condigdes de crescimento e apresenta tolerancia a solventes organicos8l,

Além dos variados mecanismos de sobrevivéncia apresentados pelos patdégenos, a dificuldade em tornar o
sistema de canais um ambiente livre de microrganismos deve-se também a sua morfologia complexa e
variavel, o que torna, por vezes, o preparo quimico mecanico insuficiente para a total eliminacdo dos
microrganismos patologicos!. Surge, por isso, a necessidade de complementar o preparo com uma
medicag3o intracanall®, que deve apresentar agdo antibacteriana, estimular o reparo tecidual®, e possuir

biocompatibilidade com os tecidos periapicais9,

Diversas substancias odontoldgicas sao utilizadas como medicagdes intracanal destacando-se o hidréxido

de calcio, a solugéo de clorexidina, o paramonoclorofenol canforado (PMCC), e o Otosporin®1-16],

A fitoterapia € o ramo da ciéncia que estuda as plantas para o tratamento de doengas, sendo uma vertente
crescente no mundo atual, pois estas apresentam menor toxicidade, maior biocompatibilidade e custos mais
acessiveis a populagdol™. A Organizagdo Mundial da Saudde (OMS) ja reconhece na atualidade a

importancia da fitoterapia, sugerindo ser uma alternativa viavel de grande importancia para a populagaol'8l,

Entre as substancias fitoterapicas de uso cientifico comprovado, ressalta-se a propolis, substancia resinosa,
elaborada por abelhas a partir de partes de plantas, compreendendo cera, polen e resinas 19, Dentre suas
propriedades destacam-se sua agao anti-inflamatodria, antimicrobiana, cicatrizante, regeneradora de tecido
pulpar dental e antioxidantel29-22, devido principalmente aos flavonodides e aos acidos fenolicos presentes

em sua composigaol2,
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Avaliou-se in vitro a agdo antimicrobiana de quatro medicagdes intracanal convencionais (hidroxido de
calcio PA, paramonoclorofenol canforado - PMCC, solugéo de clorexidina a 2%, e Otosporin®) e a
substancia natural (tintura de prépolis a 20%) como uma medicagéo intracanal alternativa frente as cepas

bacterianas Enterococcus faecalis e Kocuria Rhizophila.

Material e Método

A analise da agdo antimicrobiana das substancias testadas foi realizada pelo método de difusdo junto ao

meio de cultura brain heart infusion agar (BHI agar, DIFCO, Maryland, EUA).

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, € um método no qual um
microrganismo é testado frente a uma substancia biologicamente ativa em um meio de cultura sélido, e
avalia-se a eficacia da substancia testada de acordo com o tamanho do halo de inibigdo de crescimento
obtido em volta do pocgo. A aplicagdo do método de difusédo se limita a microrganismos de crescimento
rapido. De acordo com a dimensao do halo os microrganismos testados podem ser classificados como:

sensiveis, moderadamente sensiveis e resistentes24.

Foram testadas cinco medicagdes: hidréxido de célcio pré-andlise, paramonoclorofenol canforado (PMCC),
solugéo de clorexidina a 2%, Otosporin® (hidrocortisona 10 mg/mL + sulfato de neomicina 5 mg/mL + sulfato

de polimixina B 10.000 Ul/mL) e tintura de propolis a 20%.

Em 22 placas de petri estéreis foram depositadas 20 ml de meio de cultura brain heart infusion agar (BHI
agar, DIFCO, Maryland, EUA). Como linhagem bacteriana pura, foram utilizadas Enterococcus faecalis
(ATCC51299) e Kocuria Rhizophila (ATCC51299). As cepas puras liofilizadas foram inicialmente cultivadas
e em seguida diluidas em 10 ml de solugéo fisiolégica estéril, até obter-se uma turbidez visualmente
comparada ao padréo 0,5 na escala nefelométrica de Mc Farland (escala padrao, utilizada em microbiologia,

que corresponde a aproximadamente 150 milhdes de microrganismos por ml do meio).

Cada uma das duas linhagens bacterianas foram espalhadas com o auxilio de um swab estéril sobre 2
placas contendo BHI Agar. O preparo dos meios de cultura e a semeadura das cepas foram realizados em
uma capela de fluxo laminar, para que ndo ocorresse contaminagao das placas por outros microrganismos.
Em seguida, em cada uma das placas, foi confeccionada uma escavacgéo junto ao meio de cultura, utilizando
um punch estéril. O diametro das escavagdes foi padronizado em 8 mm. Cada escavagao foi preenchida
de maneira uniforme por cada uma das cinco substancias testadas. Os testes foram realizados em
duplicata, ou seja, para cada substancia foram realizados dois testes com cada um dos microrganismos
cultivados, exceto as placas de controle (controle negativo), uma para K. rhizophila e outra para E. faecalis,
onde nao foi testada medicagao.

A difusdo do medicamento no meio foi feita por 30 minutos e, em seguida, as placas foram armazenadas
em uma estufa a 37°C por 24 h, seguindo as condi¢des de incubagédo recomendadas para bactérias no

teste de difusdo em agar: temperatura de 35 - 37°C durante 24 a 48 horas23,

Decorrido o tempo de incubacéo foi verificada a presenga ou ndo do halo de inibigdo e seu tamanho. Como
instrumento de medida utilizou-se uma régua milimetrada. A verificagdo do tamanho do halo foi feita em

dois sentidos, horizontal e vertical, tendo como ponto de orientagdo o centro da escavagao.
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Resultados e Discussao

Os resultados encontrados em relacdo aos halos de inibigdo podem ser encontrados na (TABELA 1 e 2),

Enterococcus faecalis e Kocuria rizhophila, respectivamente.

TABELA 1: Halo de inibi¢éo E. faecalis.

Medicagao testada Placa 1 (mm) Placa 2 (mm) Média (mm)
Clorexidina 2% 30 28 29
Otosporin® 15 16 15,5
PMCC 20 20 20
Hidroxido de Calcio 15 15 15
Tintura de Prépolis 20% 25 25 25

TABELA 2: Halo de inibicdo K. rizhophila.

Medicagao testada Placa 1 (mm) Placa 2 (mm) Média (mm)
Clorexidina 2% 38 39 38,5
Otosporin® 37 35 36
PMCC 30 30 30
Hidroxido de Calcio 13 13 13
Tintura de Propolis 20% 20 20 20

Com relagao aos dados obtidos na medigao de cada um dos medicamentos, foi feita a média entre as duas
placas e posteriormente, o valor encontrado foi submetido a analise variancia (ANOVA) e teste post-hoc
(Tukey HSD) conforme (TABELA 3 e 4).

TABELA 3: Substancias testadas agrupadas contra a E. faecalis.

Halos de inibigao

Subconjunto para alpha = 0.05
Tukey HSD Medicamentos N 1 2 3 4
Hidroxido de Calcio 2 15.00
Otosporin® 2 15.50
PMCC 2 20.00
Prépolis 2 25.00
Clorexidina 2% 2 29.00
Sig. .982 1.000 1.000 1.000
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TABELA 4: Substancias testadas agrupadas contra a K. rhizophila.

Halos de inibigao

Subconjunto para alpha = 0.05
Tukey HSD Medicamentos N 1 2 3 4 5
Hidréxido de Calcio 2 13.00
Propolis 2 20.00
PMCC 2 30.00
Otosporin® 2 36.00
Clorexidina 2% 2 38.50
Sig. .631 1.000 1.000 1.000 1.000

O hidroxido de calcio é amplamente empregado como medicacgéo intracanal na endododontia, porém
diversos estudos demonstram que este medicamento ndo apresenta resultados satisfatorios contra a
espécie E. Faecalisl'!: 2 28, A resisténcia da espécie esta relacionada a apresentagdo de uma resposta
positiva ao Ph alcalino, sendo capaz de acidificar o citoplasma bacteriano por meio de uma bomba de
prétons, o que justificaria sua resisténcia a medicamentos intracanal a base de hidroxido de calcio2d. Tal
afirmagéo corrobora com os resultados do presente estudo, em que a medicagdo apresentou a menor

atividade antibacteriana dentre todas as substancias testadas contra as cepas E. faecalis e K. rhizophila.

Dentre as substancias testadas, a solu¢éo de clorexidina a 2% foi a que apresentou maior efetividade frente
as duas cepas utilizadas no estudo, o que corrobora com outros estudos que constataram melhor atividade

antibacteriana da clorexidina frente a E. faecalis, em relagdo ao hidroxido de célciol2829, e a propolis28l,

Observou-se que a propolis apresentou maior efetividade do que a medicacéo hidréxido de calcio frente as
duas cepas testadas no estudo. A atividade bacteriana superior da propolis em relagdo ao hidroxido de

calcio frente a E. faecalis 29262831 ¢ g K. rhizophila 128! ja foi constatada em outras pesquisas.

Em contrapartida, alguns estudos mostram a inefetividade da propolis contra a E. faeacalisi®2 33, A razao
para tais resultados conflitantes pode estar relacionada a uma variedade de fatores, dentre eles podemos
citar as diferencas metodolégicas de cada estudo (in vitro e ex vivo), as limitagcdes existentes para cada tipo
de teste, e também se pode citar as diferentes formas de apresentacdo da substancia testada, pois no
presente estudo foi utilizada a tintura de propolis, enquanto que em um dos estudos que constatou a
ineficacia da substancia, foi utilizado o extrato de prépolisi®3l. Outro ponto a ser levado em consideragéo é
a finalidade para qual a propolis foi utilizada. No presente estudo, a substancia natural foi testada como

medicag3o intracanal, em contrapartida, o outro estudo testou a substancia como irrigante intracanall®2.

Conclusao

Conclui-se que a prépolis € uma alternativa viavel como medicagao intracanal, principalmente por ser uma

substancia natural, atoxica e com efetividade contra os microrganismos testados.
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