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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do paramonoclorofenol
canforado (PMCC) por contato direto e por vapor contra o Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus. O método empregado foi o de difusdo em agar. Utilizaram-se dez dentes humanos
extraidos (caninos superiores ¢ inferiores, pré-molares superiores e inferiores), que foram
transfixados nas placas de Petry com resina acrilica autopolimerizavel, de forma que as coroas
dentais ficassem acima da tampa destas placas. Ao redor dos apices radiculares foi colado um
cilindro de vidro de, aproximadamente, Smm de didmetro e 1,5 cm de altura. O teste por contato
direto foi realizado com discos de papel filtro embebidos em 3pL. de PMCC colocados diretamente
sobre o meio de cultura inoculado com os microrganismos. Para o teste por vapor, o PMCC foi
levado ao interior do canal com um cone de papel absorvente #40, onde permaneceu por 24 horas.
Os resultados revelaram que o medicamento apresentou efeito antimicrobiano apds contato direto
com as culturas, formando halos de inibigao bacteriana. Em relacdo aos vapores liberados pelo
produto, pode-se constatar que nao houve nenhuma agao por vapor quando o farmaco esteve no
canal radicular, pois houve crescimento bacteriano proximo a regido do apice radicular.

Palavras-chave: Tratamento do canal radicular. Enterococcus faecalis. Staphylococcus
aureus, in vitro.

PMCC antimicrobial activity, by direct contact and vapor,
against Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate antibacterial activity of the canphorated
paramonochorophenol (PMCC) by direct contact and vapor against Enterococcus faecalis and
Staphylococcus aureus. The test of agar difusion was the method used. It were used human
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extracted teeth (maxillary and mandibulary canines and maxillary and mandibulary pre-molars)
that were fixed on Petri slabs by acrylic resin in order to keep the tooth crown above of the slab
cover. A glass cylinder (5 mm of diameter and 1,5 cm of height) was fixed around the root apex
was fixed. The direct contact test was realized by papers disks were soaked with PMCC (3 pL)
that put directly in contact with the agar. For the steam test, we put a paper point into canal root
soaked with PMCC (3puL) that remained per 24 hours. The results showed that the PMCC was
effective against micoorganisms when in direct contact with them, with zones of bacterial inhibition.
Regarding the release of vapor by PMCC into de canal root, there was no any reaction, because
there was bacterial growth.
Keyword: Root canal therapy. Enterococcus faecalis. Staphylococcus aureus, in vitro.

INTRODUCAO

O sucesso no tratamento endodontico depende do processo de limpeza do sistema
de canais radiculares. Bactérias e seus subprodutos sao considerados as maiores causas
das patologias pulpares e perirradiculares (Kakehashi et al., 1965). Até¢ meados da
década de 70, grande parte dos estudos microbioldgicos dessas infec¢des indicava o
predominio de bactérias aerobias e facultativas. Contudo, Sundqvist (1976) observou
que 94,3% das bactérias isoladas destes canais infectados eram anaerdbias estritas.

Schilder (1974) cita que o melhor ¢ mais seguro método utilizado para
descontaminar o sistema de canais radiculares ¢ a criteriosa limpeza do contetido
séptico necrdtico. Muitas vezes, uma infecgdo persistente do canal radicular é
resultado do preparo biomecanico e da medicagdo intracanal inadequados. Sabe-se
que a acdo mecanica ¢ fisica da instrumentacéo e da irrigacdo sdo suficientes para
eliminar uma quantidade substancial de germes e tecido degenerado do interior dos
canais (Bystrom, Sundqvist, 1981). Entretanto, a eliminacédo total de bactérias ndo
¢ observada na maioria dos casos, uma vez que existem locais inacessiveis tanto a
instrumentacao quanto ao irrigante.

Microrganismos Gram-positivos anaerobios estritos ou facultativos, como o
Enterococcus faecalis, t€m maior influéncia sobre o prognostico da terapia endodontica,
apesar de bacilos Gram-negativos anaerobios estritos exercerem um papel relevante
na ocorréncia de sintomatologia clinica (Haapasalo,1993). A maioria das infecgdes
endodonticas ¢ de origem mista e polimicrobiana, com predominio da bactérias anaerdbias
estritas, sendo que, destas, as mais isoladas s@o os bacilos gram-negativos (Siqueira et
al., 1996).

Tanomaru Filho et al. (2002) atribuiram as bactérias um papel decisivo no
desenvolvimento das lesdes periapicais cronicas. Embora a expressiva reducao de
microrganismos tenha sido observada apods a conclusao da limpeza e modelagem,
estudos relataram que o emprego da medicacdo intracanal favorece o processo de
reparo tecidual apds o tratamento de dentes despolpados (Holland et al., 1979;
Bystrom, Sundqvist, 1981; Bystrom et al., 1987; Assed, 1993; Sydney, Estrela, 1996,
Lopes, Siqueira, 1999).

46 Stomatos, v.16, n.31, jul./dez. 2010



Ha diferentes situacdes na clinica endodontica em que esta indicada a utilizagdo
de uma medicag¢@o intracanal, tais como: na manuten¢do do saneamento conquistado
durante o preparo do canal radicular em dentes com polpa vital e o controle microbiano
em dentes com necrose pulpar (Soares, Goldberg, 2001).

Dentre as varias substancias com esta finalidade, os compostos fenolicos
(eugenol, fenol canforado e paramonoclorofenol combinado), os aldeidicos (tricresol
formalina e glutaraldeido), além do hidroxido de calcio e antibidticos sdo os mais
indicados.

A combinagdo do PMC com outras substancias ou a sua dilui¢do tem sido proposta
com o objetivo de potencializar a atividade antimicrobiana e reduzir a citotoxicidade do
medicamento. A literatura revela que o PMC pode ser associado a canfora, ao Furacin
ou diluido em agua.

A partir da combinagdo do PMC com a canfora, em partes variaveis, forma-se uma
mistura liquida denominada paramonoclorofenol canforado (PMCC). A cénfora reduz
o poder caustico do PMC puro e a mistura ¢ tanto menos irritante quanto mais canfora
contiver. Esta associagdo, além de funcionar como um veiculo, propicia um aumento do
poder germicida, e reduz também seu potencial de irritagdo (Leonardo, 1991). O PMCC
apresenta baixa tensao superficial e atua por capilaridade, agindo a distancia no sistema
de canais (Milano et al., 1983). Porém, alguns estudos demonstraram que o PMCC pode
perder a sua eficacia antibacteriana ap6s 24-48 horas devido a sua volatilidade (Messer,
Chen, 1984; Koontongkaew et al., 1988).

Segundo Lopes, Siqueira (1999) este produto desempenha sua atividade
antimicrobiana pelo contato direto do liquido com os microrganismos, ou pela agdo
dos vapores liberados. A propor¢do mais empregada ¢ a recomendada por Sommer et
al. (1966), que utiliza trés partes de PMC para sete de canfora. Segundo autores, esta
associacdo ¢ bactericida e praticamente perde suas propriedades irritantes, sob condigdes
de uso clinico. Comercialmente, o PMC esta associado a canfora na proporgao 3,5:6,5
(SS White Brasil).

A partir dessas consideracdes, este estudo tem como objetivo investigar a atividade
antimicrobiana do Paramonoclorofenol Canforado (PMCC) por contato direto e por vapor
contra Enterococcus faecalis ¢ Staphylococcus aureus.

METODOLOGIA

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica local antes da sua
realizagao.

Utilizaram-se 10 dentes humanos extraidos (caninos superiores ¢ inferiores e pré-
molares superiores e inferiores). A abertura coronaria foi realizada em todas as amostras
por meio de uma ponta diamantada esférica 1014 (Fava) e brocas n° 2 e n°® 4 esféricas
carbide de haste média (Dentsply — Maillefer). O preparo cervical foi realizado com
brocas largo I e II (Moyco Union Broach).
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Preparo das amostras

Cada dente foi envolto em gaze ¢ fixado a uma morsa para realizagao do preparo
quimico-mecanico. A medida do CRT (comprimento real de trabalho) foi estabelecida
quando a lima tipo K#10 estava justaposta ao forame apical, recuando-se 1 mm. A
instrumentacdo do canal foi feita com limas manuais de ago inoxidavel pela técnica
coroa-apice. O batente apical foi padronizado com a lima #40. A irrigagao foi feita
com hipoclorito de sodio a cada troca de instrumento. Realizou-se toalete final com
ImL EDTA 17%. Finalmente, realizou-se desbridamento foraminal com lima #25.

Cada amostra foi fixada com resina acrilica autopolimerizavel no centro de da
tampa de placa de Petry, que havia sido previamente perfurada, permanecendo a coroa
dental para cima da tampa da placa e a raiz para baixo. Na raiz foi fixado um cilindro
de vidro (altura de 1,5 cm e didmetro de 5 mm). O cilindro permitia que a raiz dentaria
ficasse aproximadamente a 2 mm do meio de cultura, na base da placa.

Preparo e distribuicio dos meios

Para o caldo nutriente, pesou-se 37g de Caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth
—Acumedia) em balanga semianalitica (Digimed 5000 C) e dissolveu-se em 1000ml
de 4gua destilada. Distribuiu-se este volume em tubos de ensaio tampa rosca — 9ml
por tubo — ¢ esterilizou-se em autoclave (FABBE — Modelo 103) a 121°C durante
15 minutos. Para o agar, pesou-se 37g de Caldo BHI, acrescido de 15g de Agar
Bacteriologico (Micro Med-Ref.: 2126) — o equivalente a 1,5% do volume total — e
dissolveu-se em 1000ml de agua destilada e acondicionou-se em frasco ambar 500mL
boca larga tampa rosca, os quais foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos.
Apbs, distribuiu-se o meio em placas de Petry de vidro (90mm). Utilizando-se uma
pipeta graduada, foram vertidos 20ml do meio em cada placa, promovendo-se uma
espessura de 4 mm de agar.

Cultivo e preparo das cepas

Foram utilizadas culturas puras de Enterococcus faecalis — ATCC (c7030L)
e Staphylococcus aureus — ATCC (c 6512) obtidas do Instituto Nacional Oswaldo
Cruz- Fiocruz. As bactérias foram suspensas em 9ml de BHI liquido estéril e levadas a
estufa bacterioldgica (Biomatic) a 37°C por 24 horas. Apds, os tubos com crescimento
bacteriano foram ajustados conforme o tubo n°l da escala Mc Farland, que equivale a
concentrag@o de 3 X 10® células por mL. A seguir, foram realizadas quatro diluigdes,
transferindo-se 1mL da suspensdo bacteriana de um tubo para o outro, através de
uma micropipeta (Acid, Ind. Brasileira), obtendo-se assim uma dilui¢do de 1:30000
a partir do tubo n°1 da escala Mc Farland. A cada diluig@o, os tubos eram flambados
ao fogo e agitados.
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Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os microrganismos E.faecalis ¢ S.aureus foram cultivados em meio de cultura BHI
¢ incubados a temperatura de 37°C por 24 horas. Apds, com o auxilio de uma alga de
platina, coletou-se material dessas placas ¢ estas células microbianas foram suspensas em
solucdo fisioldgica (Ind. Farmacéutica Texon) esterilizada. Para os dois microrganismos,
a suspensdo foi ajustada ao tubo n°® 1 da escala Mc Farland, na concentragdo aproximada
de 3 X 108 células por mL.

Para se determinar a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) foram realizadas
diluigdes do agente anitimicrobiano com o uso de uma micropipeta de volume variavel
(HC High tech lab/ 0,1-2uL) nos tubos contendo caldo BHI contaminado com o
microrganismo. As dilui¢gdes variaram de 0,3 a 3puL de produto. Na sequéncia, os tubos
de ensaio foram incubados a 37°C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, o material
foi analisado macroscopicamente quanto a presenca ou auséncia de turvagao, indicativa
ou ndo da multiplicacdo de microrganismos. Empregaram-se também dois grupos
controles, um negativo e um positivo. No controle negativo avaliou-se a qualidade e
esterilidade do meio, enquanto no positivo avaliou-se a viabilidade das cepas utilizadas
no experimento.

Inoculacao das placas

Utilizando-se uma micropipeta com ponteiras estéreis ¢ descartaveis, procedeu-
se a inoculag@o das placas com os respectivos microrganismos. Foi dispensado um
inoculo de 100uL (0,1ml) de suspensdo microbiana diluida (1:30000), que foi semeada
imediatamente sobre a superficie do meio, com o auxilio de uma alca de Drigalski. Esta
técnica foi utilizada para cada microrganismo e repetida trés vezes com cada um deles,
utilizando-se uma nova placa estéril para cada microrganismo.

Teste por contato direto

Para o teste por contato direto, confeccionaram-se discos de papel filtro com o uso
de furador de folha oficio. Logo apds, estes discos foram esterilizados em autoclave, e
em seguida, impregnados com 3puL do agente antimicrobiano (PMCC, SS Wkite Brasil,
Lote 00m, Validade 09/0UT 2008) dentro de um copo de Becker estéril, através da pipeta
de volume variavel, seguros por uma pinga. A seguir, foram colocados sobre a superficie
do agar inoculado, pressionando-se levemente.

Teste por vapor

Para a aplicacdo do medicamento nos canais radiculares, utilizaram-se cones de
papel absorvente #40 (Dentsply) estéreis também embebidos em 3puL do produto (figura
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4). Os cones foram levados ao interior do canal radicular através de uma pinga estéril,
deixando-se este cone no interior de cada canal, com a medida 1 a 2 mm aquém do CRT
de cada um deles. Posteriormente, a camara pulpar foi selada com bolinha de algodao
autoclavada e material restaurador temporario (Cavit-3M), cuidando para que tivesse 4
mm de material desde o cavo superficial da cavidade preparada.

Processo de pré-incubacio e incubacio

Estas placas ficaram pré-incubadas a temperatura ambiente por 1 a 2 horas, com a
finalidade de permitir a difusdo das substancias antes do desenvolvimento microbiano.
Apo0s pré-incubagao, as placas foram levadas a estufa bacteriologica a uma temperatura
de 37°C por 24 horas.

Avaliacao das placas

A avaliagdo das placas foi realizada ap6s o periodo de incubag@o e os resultados
analisados para posterior apresentagdo em quadros.

RESULTADOS

O Quadro 1 apresenta as medidas dos halos de inibi¢ao do crescimento bacteriano
por contato direto para o Enterococcus faecalis, evidenciando a medida obtida em cada
uma das placas, bem como a auséncia de turvagdo. O PMCC formou halos de inibi¢ao
por contato direto em todas as placas e ndo houve formagao de halo nos apices radiculares
quando o farmaco atuou por vapor.

MEDICAGAC ENTEROCOCCUS FAECALIS
Halo de
Inibigao
{mmy) -
PLACA TURVAGAO VAPOR
Contato (Apice)
- PMCC - Direto
Paramonoclorofenol (3uL)
Canforado -
(SS White Brasil) ' 19 mm negativa
1] 20 mm negativa
1} 26 mm negativa -
Média 21 mm

QUADRO 1 — Medidas dos halos de inibigdo por contato direto e por vapor, frente ao microrganismo
Enterococcus faecalis.
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O Quadro 2 apresenta as medidas dos halos de inibigdo do crescimento bacteriano
por contato direto para a bactéria Staphylococcus aureus.

MEDICAGAO STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Halo de
Inibicao
(mm
PLACA ) TURVAGAD W‘P_OR
Contato (Aplce]
- PMCC - Direto
Paramonoclorofenol (3pL)
Canforado -
(SS White Brasil) I 22 mm negativa
1 23 mm negativa
i 22 mm negativa -
Média 22 mm

QUADRO 2 - Medidas dos halos de inibigdo por contato direto frente ao microrganismo
Staphylococcus aureus.

DISCUSSAO

Existem trés técnicas que podem ser utilizadas para avaliar in vitro a capacidade
antimicrobiana de farmacos utilizados em Odontologia: o teste de difusdo em agar, o de
dilui¢do em caldo e o de exposicao direta.

Este trabalho utilizou o método de difusdo em agar, por constituir-se de um método
simples, pratico e eficiente, e que permite a observacao de zonas de inibi¢ao e crescimento
microbiano adjacentes aos discos que contém o agente a ser testado. Entretanto, cabe
ressaltar que o didmetro deste halo ndo expressa obrigatoriamente uma inibicao, mas
também a difusdo deste agente, necessitando, portanto, ser executada uma contraprova
para que se possa avaliar qual o tipo de halo tem-se presente (Estrela et al., 2005). Esta
contraprova ¢ realizada através da coleta de material do halo com o auxilio de uma al¢a
de platina. Este material ¢ levado ao caldo BHI, que vai para a estufa por 24 horas, para
posterior analise macroscopica da turvacao. Se nao ha turvagao, significa que nao houve
multiplicacdo bacteriana e que o produto foi efetivo. Quando o halo ¢ de difusdo, tem-se a
presenca de microrganismos, uma vez que somente a difusdo do produto ndo € suficiente
para inibir tal crescimento. E importante ressaltar que quando ha a formagio de halo de
inibi¢do, obrigatoriamente houve a difusdo do produto. Entretanto, a reciproca ndo ¢
verdadeira, pois pode ocorrer a difusdo do farmaco sem que ele promova a inibi¢ao do
crescimento microbiano.

Nos resultados encontrados, o halo ao redor dos discos de papel filtro foi de inibicao,
pois apos a realizagdo da contraprova, observou-se a auséncia de turvagao do caldo BHI,
caracterizando a ndo multiplica¢ao de microrganismos.
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Em relag@o a quantidade de microrganismos inoculados a placa, a metodologia
adotada sugere que se tenha como referéncia o tubo n° 1 da escala Mc Farland que
corresponde a 3 x 108 céls por mL. No entanto, esta quantidade ¢ muitas vezes maior
do que a que se tem no canal radicular quando da presenca de infec¢des endodonticas.
Assim sendo, achou-se necessario executar dilui¢des seriadas até obter-se o valor de
1:30000 a partir do tubo inicial n° 1, conforme trabalho de Stedile, Polesso (2005). Com
esta dilui¢do, objetivou-se uma quantidade de microrganismos mais proxima da realidade,
viabilizando a pesquisa e assim gerando resultados mais condizentes com a realidade
clinica. A quantidade de microrganismos a ser inoculada a placa deveria ser de 30000
céls por mL, sendo estabelecida uma relagdo direta entre o tamanho das bactérias e o
tamanho de uma lesdo periapical normal. As bactérias utilizadas medem cerca de 0,5 a
1 micrémetro. Se uma lesdo periapical mede, aproximadamente, 3mm, isto implica na
presenga de, provavelmente, 30000 bactérias. Desta forma, foi estabelecida a utilizagdo
da diluigdo de 1:30000 para o experimento.

Para mimetizar o espago periapical, utilizou-se um cilindro de vidro que envolvia
a raiz dental ¢ que penetrava na placa de Petry, cujo objetivo era de limitar a area de
atuac@o do farmaco PMCC. Estudos anteriores comprovaram que o compartimento total
da placa de Petry e muito grande para que a evaporacao do medicamento seja eficaz contra
os germes ali presentes. Ainda, as placas foram pré-incubadas a temperatura ambiente
por 1 a 2 horas, pois como cita Milano et al. (1983), este farmaco possui uma baixa
tensdo superficial, e deve, entdo, permitir sua difusdo no agar antes do desenvolvimento
microbiano.

Com o intuito de determinar a quantidade suficiente de PMCC para inibir o
crescimento bacteriano, este estudo contemplou a determinagdo da CIM (Concentragido
Inibitoria Minima), que se constitui de um teste de difusao em caldo, em que se consegue
descobrir a partir de qual a quantidade de produto ja se tem a inibi¢do da multiplicagdo
microbiana. Deste modo, observou-se que a partir de 0,3 pL se faz presente o poder
bacteriostatico do farmaco. Porém, esta quantidade ¢ muito pequena, sendo clinicamente
inviavel té-la como protocolo de utilizagdo do PMCC. Assim, de forma a buscar uma
quantidade mais proxima da utilizada na clinica, o teste foi realizado com 3 pL do
PMCC, tanto no cone de papel absorvente, quanto nos discos de filtros colocados sobre a
superficie do meio de cultura. Para que se chegasse a esta quantidade de produto, o cone
de papel absorvente foi inicialmente pesado sem o produto, ap6és embebido no PMCC
cujo excesso foi removido e entdo novamente levado a balanga analitica, o volume de
produto ali fixado foi determinado pela diferenca de peso detectada.

Deste modo, o grande questionamento do trabalho passa a ser entdo quanto
a técnica utilizada para a execucdo do teste da atividade antimicrobiana do PMCC
por vapor. Ja tendo sido determinada a quantidade suficiente do produto para inibir
a multiplicag@o microbiana a ser colocada no interior do canal radicular, existe a
possibilidade de que a falta de um resultado positivo esteja entdo, relacionada a sua
liberagdo intracanal.
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Dos resultados obtidos, segundo os quadros 1 e 2, verificou-se que houve atuagao do
PMCC por contato direto aos dois microrganismos testados, corroborando com trabalhos
de Siqueira etal. (1996) e Lopes, Siqueira (1999). Tal fato foi confirmado pela contraprova
em caldo de BHI, onde nao houve turvacdo. De outra forma, a sua atuagao por vapor,
como advogam Siqueira, Lopes (1999) e Lopes, Siqueira (1999), ndo foi constatada
neste estudo. Percebeu-se a auséncia de halo sobre o agar, chegando ao extremo de haver
crescimento microbiano em torno do forame apical, vindo ao encontro dos achados de
Ellerbruch, Murphy (1977).

Estudos in vitro sdo importantes, pois tém a capacidade de gerar novas hipoteses
de pesquisa. Perspectivas de novos estudos com metodologia semelhante sdo esperadas,
como por exemplo, com a utilizagdo de diferentes microrganismos.

CONCLUSOES

Com base na metodologia aplicada e nos resultados obtidos por este estudo,
concluiu-se que:

- O PMCC apresentou atividade antimicrobiana contra o Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus por contato direto;

- O PMCC ndo apresentou efetividade contra o Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus por vapor, liberado através do forame apical.
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