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RESUMO

Enterococcus faecalis sdo cocos Gram positivos, elipsdides, em cadeias
curtas, anaerobios facultativos, habitantes do trato intestinal e genital e da cavidade
oral de humanos e animais. Apresenta alta prevaléncia em infecgbes persistentes
endododnticas e sua habilidade em causar doenga perirradicular depende de sua
habilidade em sobreviver e persistir como um patégeno no canal radicular e nos
tibulos dentinarios. E de preocupacdo do cirurgiio dentista um completo
saneamento do sistema de canais radiculares durante o preparo biomecanico e um
completo selamento com cimentos obturadores no final do tratamento. Para isso, 0s
materiais obturadores devem ter propriedades antimicrobianas quando em contato
com os microrganismos e biofilmes e ser capaz de manter este efeito. A adi¢cdo de
antibioticos aos cimentos endoddnticos tem sido proposta com a finalidade de
potencializar esta agdo antibacteriana dos materiais obturadores. Diante desta
problematica, este estudo avaliou a atividade antibacteriana dos cimentos
endodonticos MTA Fillapex, Sealapex, Sealer 26 e Endofill puros e acrescidos de
amoxicilina e ciprofloxacina contra duas linhagens ATCC de Enterococcus faecalis
(ATCC 29212 e ATCC 4083). Os testes foram executados pelas técnicas de difusao
radial dos cimentos sobre &gar BHI, de difusdo radial de discos de papeis
impregnados com os cimentos em diferentes variaveis de tempo e pelo teste de
contato direto dos cimentos em tubos de Ependorf. Todos os materiais foram
manipulados de acordo com o fabricante e os antibiéticos adicionados na propor¢ao
de 0,5% do peso dos cimentos. Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA
seguido pelo teste de Tukey para comparacdo mdultipla entre os resultados. Pela
técnica da difusdo dos cimentos em escavacdes sobre o agar, Sealapex puro foi o
Unico que apresentou halo de inibicdo para as duas linhagens testadas. MTA
Fillapex associado a amoxicilina e ciprofloxacina revelou os melhores halos de
inibicdo para as duas linhagens. Todos os cimentos tiveram sua agao potencializada
pela adicdo dos antibidticos (p<0,05). Pela técnica de difusdo dos cimentos
impregnados em discos de papel frentes as duas linhagens estudadas, o cimento
Sealapex puro fresco revelou atividade antimicrobiana em todas as variaveis de
tempo. Quando associados aos antibidticos, todos os cimentos tiveram sua agéo
antimicrobiana potencializada pela a¢do das drogas em todas as variaveis de tempo.
Este mesmo resultado pode ser observado na técnica do contato direto dos
cimentos com as linhagens em estudo. A atividade antibacteriana frente ao E.
faecalis dos cimentos MTA Fillapex, Endofill, Sealer e Sealapex associados aos
antibidticos amoxicilina e ciprofloxacina é potencializada mesmo apds um longo
periodo da reacao de presa dos cimentos.

Palavras-chave: Cimentos obturadores. Antibiéticos. Cimentos-antibi6ticos.
Atividade antibacteriana. Enterococcus faecalis.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis are Gram positive coccus, facultative anaerobes,
ellipsoid and of short chains in shape, that inhabit the intestinal and the genital tracts,
and men’s and animals’ mouths. They can cause a large range of diseases in people
such as cystitis and endocarditis. These microorganisms are highly prevalent in
persistent endodontic infections, being usually associated to asymptomatic cases.
Their ability to cause periradicular disease depends on their ability to survive and
remain as a pathogen in the root canal and in the dentinal tubules. It is the dentist’s
concern to do a complete sanitation of the root canal system during the
biomechanical preparation and a complete sealing with filling materials at the end of
the treatment. In order to inhibit bacterial growth, filling materials must have
antimicrobial properties when in contact with the microorganisms and, ideally, be
able to maintain such action in the long term. The addition of antibiotics to endodontic
sealers has been suggested with the purpose of potentiate such antibacterial action
in the filling materials. In face of this issue, this study aimed at evaluate the
antibacterial action of MTA Fillapex, Sealapex, Sealer 26 and Endofill endodontic
sealers, in pure form or with amoxicillin and ciprofloxacin addition against two
ATCC Enterococcus faecalis lineages (ATCC 29212 and ATCC 4083). Tests were
done under the technique of radial diffusion of the sealer directly applied to the agar
and impregnated in paper discs and also by direct contact tests. The results obtained
were analyzed by ANOVA, followed by the Tukey test in order to establish a multiple
comparison between results. According to the diffusion of sealer directly applied to
sections dug on the agar technique, Sealapex in pure form was the only agent that
displayed inhibition halo for both lineages tested. Amoxicillin and ciprofloxacin
combined MTA Fillapex displayed the best inhibition halos for both lineages. All
sealers had their action potentiated by the addition of the antibiotics (p<0.05). By the
diffusion of sealer impregnated in paper discs technique applied to both lineages
under study, fresh Sealapex sealer in pure form showed antimicrobial activity during
all time variables. When associated to antibiotics, all sealers had their antimicrobial
action potentiated by the action of the drugs in all time variables. This same result
could be observed under the technique of direct contact of the sealers with the
studied lineages. The antimicrobial activity of amoxicillin and ciprofloxacin combined
MTA Fillapex, Endofill, Sealer and Sealapex sealers against E. faecalis is
potentiated even after a long period of the materials setting reaction.

Key words: Sealers, Antibiotics, Antibiotic-sealers, Antibacterial activity,
Enterococcus faecalis
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1. Introducéo

O insucesso do tratamento endoddntico é determinado clinicamente pelo
acompanhamento radiografico, cujo surgimento, persisténcia ou aumento de uma
lesé@o periapical passa a ser um importante indicativo de insucesso, assim como a
persisténcia ou o aparecimento de sinais e sintomas do dente tratado
endodonticamente. O acompanhamento por um longo periodo é considerado
desejavel para confirmar o sucesso da terapéutica endodoéntica. Para resolu¢do dos
casos de insucesso, had duas modalidades de tratamento: o retratamento
endodontico e a cirurgia apical. O retratamento endodéntico €, de acordo com a
maioria dos autores, o tratamento de primeira escolha.

Allen et al., 1989 e Hepworth & Friedman, 1997, analisando o sucesso do
retratamento endodoOntico, encontraram uma taxa de aproximadamente 66%. O
menor indice de sucesso do retratamento endoddntico pode indicar, além de
dificuldades técnicas devido a fatores iatrogénicos do tratamento anterior, uma
dificuldade na eliminagdo da microbiota do canal radicular de dentes com insucessos
do tratamento endodontico.

Pinheiro, 2005 mostra que a microbiota de canais com insucesso do
tratamento endododntico difere daquela encontrada normalmente em dentes
necrosados e nao tratados, tanto quantitativamente quanto qualitativamente, sendo
caracterizada por um numero limitado de microrganismos, com predominancia de
Gram positivos. InformacOGes sobre a natureza das infec¢gdes dos canais
radiculares de dentes com tratamento endoddntico prévio associados a lesdes
periapicais tém aumentado nos ultimos seis anos (PINHEIRO, 2005). Estudos
iniciais revelaram que a microbiota de canais radiculares de dentes com fracasso do
tratamento endodontico era diferente daquela encontrada em canais radiculares de
dentes com polpas necrosadas e nao tratados endodonticamente. Esses dados
foram confirmados, posteriormente, pela maioria dos estudos da microbiota de
canais radiculares de dentes com insucesso do tratamento endodontico.

Vérios estudos tém demonstrado que a infeccdo de canais radiculares com
polpas necrosadas e nédo tratados caracteriza-se pela presenga de uma microbiota
mista e polimicrobiana, comumente em combina¢des de quatro a sete espécies,

predominantemente anaerdbias estritas, com relativo equilibrio entre bactérias Gram



positivas e Gram negativas. Espécies bacterianas pertencentes ao género
Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Peptostreptococcus e Eubacterium séo
frequentemente cultivadas de canais radiculares infectados (PINHEIRO, 2005).

Molander et al.,, 1998, analisaram o estado microbiolégico de 100 dentes
tratados endodonticamente com periodontite apical visivel radiograficamente. Os
resultados mostraram que havia bactérias presentes em 68 dentes, porém, o uso de
cloroférmio para a desobstrugdo do conduto foi considerado um fator influente,
diminuindo o crescimento bacteriano. Dos 21 casos em que se utilizou cloroférmio,
houve crescimento bacteriano em apenas dez casos (47,3%), enquanto nos 79
dentes restantes o crescimento foi detectado em 58 canais (73,4%). Um total de 117
linhagens microbianas foram isoladas, com 114 bactérias e trés fungos. A maioria
dos canais continha uma ou duas espécies bacterianas (85% dos casos). As
bactérias anaerébias facultativas Gram positivas predominaram, constituindo 69%
das espécies isoladas. Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Staphylococcus,
Peptostreptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Prevotella e Candida
foram os principais géneros isolados. Enterococcus foi o género bacteriano mais
frequentemente isolado, presente em 47% dos canais com bactérias. Os autores
concluiram que a microbiota dos dentes tratados endodonticamente diferenciava,
tanto quantitativamente quanto qualitativamente, dos dentes com polpas
necrosadas.

Peciuliene et al., 2001 investigaram a ocorréncia de fungos, bacilos entéricos
Gram negativos e Enterococcus em 40 dentes tratados endodonticamente,
assintométicos, e com periodontites apicais visiveis radiograficamente. Foram
detectados microrganismos em 33 dos 40 dentes. Havia fungos presentes em seis
canais (18% das culturas positivas) e foram identificados como Candida albicans em
todos os casos. Bacilos entéricos Gram negativos estavam presentes em trés casos:
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Enterococcus estavam
presentes em 21 canais (64% das culturas positivas), sendo o principal ou o Unico
componente da microbiota em 19 casos. Todas as cepas foram identificadas como
Enterococcus faecalis.

O Enterococcus faecalis é a espécie bacteriana mais frequentemente isolada,
com prevaléncia variando entre 29% e 77% nos canais radiculares de dentes com

insucesso endodéntico



O género Enterococcus inclui os enterococos classicos previamente
classificados como estreptococos do grupo D. S&o habitantes normais do trato
gastrointestinal e em menor proporgéao do trato vaginal e da cavidade oral (JETT et
al., 1994).

Tornaram-se importantes agentes de doengcas humanas devido
principalmente a sua elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos e seus
inimeros fatores de viruléncia recentemente mais estudados (PORTENIER et al.,
2003; KAYAOGLU & JRSTAVIK, 2004).

Sao cocos Gram positivos, arranjados aos pares ou em cadeias curtas,
sendo dificilmente diferenciados microscopicamente de alguns estreptococos. Séo
anaeroébios facultativos e crescem em temperatura de 35°C. Crescem sobre a
superficie de agar sangue como coldnias tipicamente gama-hemoliticas e sobre a
superficie do agar M-Enterococcus como colbnias puntiformes de cor vermelho
escuro até arroxeadas. Os enterococos toleram bile de boi a 40% e podem hidrolisar
esculina. Ainda, crescem na presenca de cloreto de sddio a 6,5%. S&o distinguidos
de bactérias do género Staphylococcus pela incapacidade de produgéo de catalase
(HARTKE et al., 1998).

Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados. Produzem
citolisinas com atividade sobre hemacias humanas, ovinas e de cavalo. A substancia
de agregacdo € uma proteina codificada por plasmideos responsavel pela
aglutinacdo dos microrganismos para facilitar a troca entre plasmideos. As estirpes
de E. faecalis produzem feromonas, peptideos capazes de amplificar a transferéncia
de DNA plasmidial por estirpes em processo conjugativo e também de amplificar a
resposta inflamatdrio durante o processo infeccioso (KAYAOGLU & @RSTAVIK,
2004).

O &cido lipoteicéico €, além de adesina, um importante fator de viruléncia
por induzir fator de necrose tumoral (TNF), modulando de forma agressiva a
resposta imune. Produzem vérias enzimas extracelulares como gelatinase e
hialuronidase (KAYAOGLU & JRSTAVIK, 2004).

O E. faecalis causa infecgdes nosocomiais do trato urindrio (MORRISON e
WENZEL, 1986), bacteremia (RICHARDS et al., 2000; VERGIS et al., 2001) e
endocardite (OLAISON, 2002). Embora seja uma espécie presente nos processos
infecciosos humanos, sua etiopatogenia nos processos infecciosos da cavidade oral
vem sendo amplamente discutida (SEDGLEY et al., 2004).



Esta bactéria tem demonstrado habilidade para sobreviver sozinho no
interior do canal radicular sem o suporte de outras bactérias. E. faecalis foi isolado
em 38% dos dentes que apresentaram microrganismos recuperaveis, sugerindo que
este € um importante agente no insucesso endoddntico. O fato do E. faecalis estar
ausente ou em pequeno nimero em canais sem tratamento endodéntico, indica que
essa bactéria pode penetrar no interior do canal durante o tratamento, sobreviver ao
tratamento antimicrobiano e permanecer ap0s a obturagdo (FABRICIUS et al., 1982).

A recuperagdo frequente do E. faecalis de canais radiculares com
insucesso do tratamento endodoéntico tem sido amplamente relatada (SUNDQVIST
et al.,, 1998; PINHEIRO et al., 2003; ROCAS et al. 2003). Os E. faecalis estdo
presentes em canais radiculares n&o tratados endoddnticamente e quando
presentes eles usualmente comp&em uma pequena porgédo da microbiota do canal
radicular. Demonstram alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento
endododntico e este € um dos poucos microrganismos que tem mostrado in vitro
resistir ao efeito antibacteriano do hidroxido de célcio (WEIGER et al., 1995, EVANS
et al., 2002).

Evans et al. (2002), verificaram que a resisténcia desse microrganismo ao
hidroxido de célcio esta relacionada a uma bomba de proton.

O processo de sanificagdo em Endodontia tem sido pesquisado e discutido
sob vérios aspectos. E aceito que um dos fatores condicionantes, considerado como
pré-requisito para a instalacdo da patologia pulpar e periapical é a presenca de
microrganismos (KAKEHASHI et al., 1965). Desta forma, a determinagdo e o
conhecimento dos microrganismos predominantes nos canais radiculares infectados
representam fator decisivo na escolha de um processo de controle microbiano.

Assim, devido aos microrganismos estarem envolvidos em casos de infec¢des
secundérias ou persistentes associadas com lesdes perirradiculares, o espectro da
atividade antimicrobiana de medicamentos (curativo de demora), solucdes
irrigadoras e cimentos endoddnticos, devem incluir estes microrganismos.

Mesmo assim, microrganismos presentes dentro de tubulos dentinérios
podem néo ser afetados pelo preparo biomecénico, que consiste na acao fisica dos
instrumentos e a acao quimica das solugdes irrigadoras dentro do canal radicular.

O controle antimicrobiano do canal radicular é delegado a sanificagdo
proporcionada pela fase do preparo biomecéanico. Embora significativa reducéo de

microrganismos tenha sido observada apdés a conclusdo da limpeza e da



modelagem, alguns trabalhos demonstraram a necessidade da medicagao intracanal
entre sessdes, com o0 objetivo de potencializar o processo de sanificagédo do sistema
de tabulos dentinérios (ASSED, 1993).

Com base nessas evidéncias, parece oportuno relatar que a presencga de
microrganismos durante o tratamento endodontico pode ndo conduzir o tratamento
ao fracasso, mas certamente sua auséncia favorece o sucesso.

O hidroxido de calcio € o curativo de demora mais empregado atualmente.
Estrela et al. (1994) descreve duas atividades enzimaticas do hidréxido de calcio. A
primeira € a inibicdo de enzimas bacterianas, a partir da acdo em nivel de
membrana citoplasmatica, conduzindo ao efeito antimicrobiano, e a segunda,
observada pela sua agéao sobre a fosfatase alcalina, levando a formacéao de tecido
mineralizado. Estas propriedades sdo decorrentes a seu elevado pH, com valores
aproximados de 12,6, o que estabelece alta liberacdo de ions célcio e de ions
hidroxila. A literatura relata também a atividade do hidréxido de calcio sobre o LPS
bacteriano (SAFAVI; NICHOLS 1993; SAFAVI; NICHOLS 1994).

Entretanto, mesmo com a utilizacdo do curativo de demora, € impossivel a
completa eliminagcdo de microrganismos do sistema de canais radiculares (NAIR et
al., 2005; NAIR, 2006; KIEVIT e IGLEWSKI, 2000).

E importante que, os materiais obturadores possuam atividade antimicrobiana
para que na fase de obturagdo possam confinar e, se possivel, eliminar os
microrganismos que possivelmente permane¢cam nos tdbulos dentinarios.
Atualmente, o mercado odontolégico disponibiliza uma grande gama de cimentos
endodonticos.

Véarios estudos na literatura revelam as propriedades antimicrobianas de
vérios cimentos disponiveis ao Endodontista no mercado.

Gomes et al., (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana dos cimentos
Endofill, Endomethasone, Endomethasoen N, Sealer 26 and AH-Plus contra Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguis e
Actinomyces naeslundii, pelos métodos do contato direto e de difusdo sobre agar.
Pelo contato direto, os cimentos ndo inibiram completamente os microrganismos
testados. Os cimentos que apresentaram melhores zonas de inibicdo foram o
Endofill seguido pelo Endomethasone e Endomethasone N.

Bodrumlu e Semiz (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana dos cimentos

Endomethasone, Sultan, Sealapex, Diaket, Epiphany e AH 26 contra E. faecalis pelo



método da difusdo sobre placas de agar Mueller-Hinton. Todos os cimentos
revelaram zonas de inibicdo, sendo que Endomethasone e Sultan exibiram as
melhores zonas de inibi¢o.

Miyagak et al., (2006) avaliaram também in vitro a atividade antimicrobiana
dos cimentos N-Rickert, Sealapex, AH Plus, MTA e cimento de Portland contra C.
albicans, S. aureus, E. faecalis e Escherichia coli pelo método da difusdo. Os
resultados revelaram que somente os cimentos AH Plus e N-Rickert apresentaram
atividade sobre C. albicans, S. aureus e E. coli. Os outros cimentos ndo produziram
halos de inibicdo e E. faecalis revelou-se resistente contra todos 0s cimentos
testados.

Tanomaru-Filho et al., (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
cimentos Sealer 26, Sealapex + Oxido de zinco, 6xido de zinco e eugenol, cimento
de Portland cinza, cimento de Portland branco, MTA cinza, MTA branco e Pro Root
cinza, contra estirpes ATCC de Micrococcus luteus, S. aureus, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, C. albicans e E. faecalis. Concluiram que todas as linhagens foram
sensiveis aos materiais testados, com melhores halos de inibicdo para o Sealer 26,
Sealapex + 6xido de zinco e 6xido de zinco e eugenol.

Yasuda et al., (2008) compararam in vitro a atividade antimicrobiana de um
novo cimento endodéntico a base de resina com outros cinco cimentos frente a
varios patégenos. Testaram o SuperBond Sealer, Sealapex, AH Plus, Roeko Seal,
Canals N e Pro Root MTA frente a linhagens ATCC de S. aureus, E. faecalis, C.
albicans, Streptococcus sanguinis e uma cepa de St. mutans. Os resultados
revelaram que Pro Root MTA n&o apresentou atividade e AH Plus demonstrou
melhores halos de inibicdo frente as linhagens testadas. Entre os cimentos que
apresentaram atividade, o SuperBond Sealer revelou menor eficiéncia
antimicrobiana.

Queiroz et al.,, (2009) avaliaram in vitro a atividade antibacteriana dos
cimentos 6xido de zinco e eugenol, pasta Calen espessada com Oxido de zinco,
Sealapex e EndoRez frente a linhagens ATCC de Kocuria rhizophila, E. faecalis, St.
mutans, E. coli e S. aureus. Os resultados revelaram que todos cimentos
apresentaram eficiéncia numa ordem decrescente a partir do Oxido de zinco e
eugenol seguido pelos cimentos pasta Calen espessada com Oxido de zinco,

Sealapex e EndoRez.
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A adicdo de antibidticos aos cimentos pode aumentar seus efeitos
antimicrobianos e pode promover uma importante vantagem na redugdo da
concentracdo de microrganismos necessarios para favorecer a resposta do
hospedeiro (HOELSCHER et al., 2006; BAER e MAKI, 2010).

Hoelscher et al, 2006, avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana de cinco
antibidticos adicionados ao cimento endodéntico Kerr EWT, contra E. faecalis. Os
antibiéticos avaliados foram: amoxicilina, penicilina, clindamicina, metronidazol e
doxiciclina. Os antibidticos foram adicionados separadamente ao cimento
endodontico Kerr EWT na relacdo de 10% do peso do cimento e espatulado de
acordo com as especificacdes do fabricante. Discos de papel estéreis de 6 mm de
didmetro foram saturados com a mistura cimento-antibiético e colocados diretamente
sobre o Agar. Todas as placas foram incubadas por 48 horas e o diametro dos halos
de inibicdo foi medido em milimetros. Os resultados obtidos mostraram que as
combinagdes cimento-antibidtico contendo amoxicilina, penicilina, clindamicina e
doxiciclina apresentaram uma diferenca significativa na média das zonas de inibicéo
comparadas ao cimento Kerr EWT puro. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas significantes entre a combinagcdo metronidazol-cimento e o cimento Kerr
EWT puro. Até esta data, a incorporacdo de antibidticos a cimentos endodénticos
nado havia sido relatada na literatura.

Baer e Maki, 2010, avaliaram a ac¢do antimicrobiana dos cimentos
endodonticos Pulp Canal Sealer EWT, AH Plus e RealSeal SE associados com
amoxicilina frente ao E. faecalis. Estes estudos revelaram que a associagédo dos
antibioticos potencializou a atividade antibacteriana dos cimentos endodénticos.

A ideia de acrescentar antibiéticos aos cimentos parece ser pragmatica em
sua origem. O conceito de utilizar os cimentos como um depésito de antibiéticos faz
sentido, ao passo que permite a liberacdo do farmaco diretamente no sitio da
iminente infecgcdo (HENDRIKSA et al., 2004).

O primeiro relato de utilizacdo de cimento carregado com antibiéticos foi
descrito por Buchholz e Engelbrecht em 1970, conforme afirma Klekamp et al., 1999.
O interessante dessa técnica € a possibilidade de disponibilizar altas doses de
antibiéticos localmente, com baixa toxicidade sistémica. Deve-se ressaltar que o
sucesso da idéia depende do antibidtico escolhido, que deve ser guiado pela
susceptibilidade dos microrganismos envolvidos, sejam eles empiricos ou
comprovados (KLEKAMP et al., 1999).
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Sabendo-se da importancia do Enterococcus faecalis no fracasso endodoéntico
torna-se viavel e oportuno a realizacdo da presente pesquisa para se determinar a
susceptibilidade in vitro de diferentes linhagens padrdo ATCC a varios cimentos
endododnticos associados aos antibidticos amoxicilina e ciprofloxacina, ja que, em
linhas gerais, encontramos uma escassez de literatura pertinente sobre a tematica

da pesquisa.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

a) Avaliar a atividade antibacteriana in vitro de cimentos endodonticos puros e

associados a antibio6ticos.

2.2  Objetivos Especificos

a) Avaliar a susceptibilidade de linhagens padrdo ATCC (American Type
Culture Collection) de Enterococcus faecalis (ATCC 29212 e 4083) frente
aos cimentos MTA Fillapex, Sealapex, Sealer 26 e Endofill puros;

b) Avaliar a susceptibilidade de linhagens padrdo ATCC de Enterococcus
faecalis (ATCC 29212 e 4083) frente aos cimentos MTA Fillapex,
Sealapex, Sealer 26 e Endofill associados aos antibiéticos amoxicilina e
ciprofloxacina;

c) Comparar os resultados obtidos através das diferentes metodologias
utilizadas nos testes de avaliagcdo da atividade antibacteriana dos cimentos

puros e associados aos antibiéticos.
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3. Material e Métodos

AVALIACAO ANTIBACTERIANA DOS CIMENTOS PUROS E ASSOCIADOS AOS
ANTIBIOTICOS

Avaliacdo pelo método da difus&o radial dos cimentos puros e associados aos

antibioéticos

Para se avaliar a atividade antibacteriana dos cimentos puros e associados
aos antibioticos, foi utilizada a técnica de difusdo radial das substancias sobre a
superficie de placas de agar BHI (Brain Heart agar Merck®) por duas metodologias
diferentes: técnica dos pogos escavados sobre agar e preenchidos com os cimentos
frescos apds espatulacdo e técnica dos discos de papel impregnados com os

cimentos em diferentes varidveis de tempo.
Técnica dos pogos escavados sobre o agar e preenchidos com os cimentos

As bactérias testadas, uma linhagem ATCC 29212 de E. faecalis e outra
linhagem ATCC 4083 de E. faecalis também, foram ativadas sobre a superficie de
Brain Heart 4gar (Merck®) a 37°C por 24 a 48 horas.

A partir dessas placas, 5 colbnias foram transferidas para um tubo contendo 5
mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Merck®) que foi incubado a 37°C “overnight”.
Apos o crescimento, foi preparado em salina estéril o ajuste para a densidade Gtica
do padréo de turbidez da escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 Unidades Formadoras
de Colénias mL™). Placas de Petri de 150 x 10 mm previamente preparadas com
agar BHI (Merck®) na espessura de 6 mm foram escavadas em pocos com 5 mm de
didmetro por 3 mm de profundidade. Uma vez ajustada a densidade do inoculo, a
semeadura foi feita através de zaragatoa de algodao estéril na superficie das placas,
tomando cuidado de ndo semear o interior das escavagdes. As placas foram entéao
colocadas em estufa por 30 minutos para secagem da superficie do meio de cultura
antes da colocagdo dos cimentos. Os seguintes cimentos foram utilizados nos
testes: MTA Fillapex, Sealapex, Sealer 26 e Endofill. Estes cimentos foram
associados aos seguintes antibidticos: amoxicilina e ciprofloxacina. Apos a

espatulacdo dos cimentos com as drogas antibioticas na proporcao de 0,5% do peso
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total dos cimentos, os pogos foram preenchidos através de seringas e as placas
foram deixadas 2 horas em temperatura ambiente para pré-incubagéo. Apds, foram
incubadas em estufa a 37°C, sob condicdes atmosféricas adequadas por 24 horas.
Os halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de um paquimetro digital sob luz
refletida. A mesma metodologia foi realizada com os cimentos sem os antibigticos.

Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 1. Cimentos endodoénticos, suas composi¢cdes e seus fabricantes.

Material Composigéo Fabricante

MTA Fillapex Resina salicilato, resina diluente, Angelus, Londrina, PR, Brasil
silica nanoparticulada, o6xido de
bismuto, tri6xido mineral agregado,
pigmentos

Sealer 26 P6: tribxido de bismuto, hidroxido Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil
de calcio, hexametileno tetramina,
diéxido de titanio
Liquido: epoxi bisfenol

Endofill P6: oOxido de zinco, resina Desntsply, Petropolis, RJ, Brasil
hidrogenada, subcarbonato de
bismuto, sulfato de bario, borato de

sodio
Liquido: eugenol e o6leo de
améndoas
Sealapex 20% oxido de calcio, 29% trioxido SybronEndo, Glendora, CA, USA

de bismuto, 2,5% 6xido de zinco,
3% particulas de silicio, 2% diéxido
de titdnio, 1% estearato de zinco,
3% fosfato tricalcio, 39% de mixer
de salicilato de isobutila + salicilato
de metileno de metila + pigmento

Técnica dos discos de papel impregnados com 0s cimentos

As bactérias testadas, uma linhagem ATCC 29212 de E. faecalis e outra
linhagem ATCC 4083 de E. faecalis foram ativadas sobre a superficie de Brain Heart
agar (Merck®) a 37°C por 24 a 48 horas.

A partir dessas placas, 5 colbnias foram transferidas para um tubo contendo 5
mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Merck®) que foi incubado a 37°C “overnight”.
A partir do crescimento, foi preparado em salina estéril o ajuste para a densidade
Otica do padrdo de turbidez da escala 0,5 de McFarland (1,5 X 108 Unidades
Formadoras de Col6nias mL™). Placas de Petri de 150 x 10 mm foram previamente

preparadas com agar BHI (Merck® com espessura de 6 mm de agar. Uma vez
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ajustada a densidade do inoculo, a semeadura foi feita através de zaragatoa de
algodao estéril na superficie das placas. As placas foram colocadas em estufa por
30 minutos para secagem da superficie do meio. Discos de papel estéreis de
elevada gramatura foram impregnados com as combinagfes de cimento-antibiotico e
somente com cimentos, conforme descrito na metodologia dos pogos escavados.
Apos a impregnacdo, os discos foram colocados diretamente sobre a superficie do
adgar com uma discreta presséo para que fiqguem aderidos ao meio de cultura. Apos,
foram incubadas em estufa a 37°C, sob condi¢cdes atmosféricas adequadas por 24
horas. Os halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de um paquimetro digital
sob luz refletida. Uma porgéo dos discos impregnados com os cimentos em estudo
foi mantida numa camara Umida em ambiente estéril por 24 horas e por 7, 15 e 60
dias para serem testados novamente frente as linhagens bacterianas. Todo o

experimento foi realizado em triplicata.

Avaliacdo pelo método do contato direto da bactéria com os cimentos puros e

associados aos antibidticos

Técnica do teste de contato direto entre cimentos puros e associados com

antibiéticos com a bactéria

Tubos de Ependorf estéreis de 0,5 mL foram utilizados para o teste de contato
direto. Todos os cimentos foram manipulados de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Foram utilizados os cimentos puros e os cimentos adicionados de 0,5%
do peso total com os antibiéticos amoxicilina e ciprofloxacina. Os tubos de Ependorf
tiveram suas paredes internas totalmente revestidas com o mesmo volume dos
cimentos manipulados. Os frascos de Ependorf utilizados nos testes 20 minutos
apés a manipulacdo foram considerados como cimentos recentemente preparados.
Outros frascos revestidos foram mantidos por 24 horas e por 7, 15 e 60 dias em
camara Umida por 37°C, antes do teste.

Um volume de 10 microlitros da suspensdo bacteriana de cada linhagem
contendo 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Coldnias mL™ foi cuidadosamente
inoculada na superficie do cimento recentemente preparado e sobre os cimentos
das outras variaveis de tempo. Uma suspensao bacteriana foi inoculada em um tubo

nao revestido com os cimentos e serviu como controle. Os tubos foram incubados



16

em camara Umida a 37°C por 24 horas. Apo6s, 150 microlitros de caldo BHI foi
adicionado em cada tubo revestido, que foi suavemente agitado por 1 minuto com
pipeta automética. Apds a agitagdo, 100 microlitros da suspensédo de contato foram
diluidos em diluicdes decimais até 10 em caldo BHI. Apds, de cada diluicéio decimal
foram transferidos 20 microlitros para a superficie de placas com BHI Agar,
semeadas por espalhamento com alga de drigalski e incubadas a 37°C por 24 horas.
As colbnias sobre a superficie das placas foram contadas e foi calculado o valor do
crescimento bacteriano que foi dado em Unidades Formadoras de Col6nias mL™

(UFC mL™). Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Analise estatistica
Os resultados obtidos para as diferentes técnicas da susceptibilidade
bacteriana aos cimentos foram comparados por ANOVA seguido pelo teste de Tukey

para comparagdo multipla entre os resultados (ESTRELA, 2005).
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4. Resultados

Avaliacdo pela técnica dos pogos escavados sobre o 4gar e preenchidos com
os cimentos frente a linhagem ATCC 29212

Frente a linhagem em estudo utilizando os cimentos puros, somente Sealapex
revelou pequeno halo de inibicdo com média de 7 mm. Quando da associacdo de
amoxicilina e ciprofloxacina aos cimentos, MTA fillapex associado a amoxicilina
revelou os melhores halos de inibicdo, com média de 30 mm (tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo pela técnica da difusdo dos cimentos frescos puros e
associados aos antibiéticos sobre pocos escavados na superficie do
Brain Heart agar frente a linhagem ATCC 29212 (medidas feitas pela
média em mm de halo de inibigdo apos 24h)

Puros Cimento + Amoxicilina Cimento + Ciprofloxacina
MTA Fillapex 0 30 26
Endofill 0 27,33 21,67
Sealer 0 25,33 25,33
Sealapex 7 12,67 25,67

Avaliacdo pela técnica dos pogos escavados sobre o 4gar e preenchidos com
os cimentos frente a linhagem ATCC 4083

Frente a linhagem em estudo utilizando os cimentos puros, somente Sealapex
revelou pequeno halo de inibicdo com média de 8 mm. Quando da associagdo de
amoxicilina e ciprofloxacina aos cimentos, MTA fillapex associado a amoxicilina
revelou os melhores halos de inibicdo, com média de 36 mm (tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo pela técnica da difusdo dos cimentos frescos puros e
associados aos antibiéticos sobre pocos escavados na superficie do
Brain Heart agar frente a linhagem ATCC 4083 (medidas feitas pela
média em mm de halo de inibigdo apos 24h)

Puros Cimento + Amoxicilina Cimento + Ciprofloxacina
MTA Fillapex 0 36 27
Endofill 0 30 25,33
Sealer 0 14,33 27
Sealapex 8 34,67 26,67

Avaliacdo pela técnica dos discos de papel impregnados com o0s cimentos
frente alinhagem ATCC 29212 em diferentes variaveis de tempo

Para o cimento puro fresco apds a espatulacdo, somente Sealapex revelou
halo de inibicdo frente a linhagem em estudo em todas as variaveis de tempo
(p<0,05). Quando associados aos antibioticos amoxicilina e ciprofloxacina, todos os

cimentos frescos foram potencializados pela acdo das drogas em todas as variaveis
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de tempo. Os cimentos MTA Fillapex, Endofill e Sealer associados a amoxicilina ndo
mostraram diferenga estatisticamente significante (p<0,05), conforme dados da
tabela 3. Na variavel de 24 h, o MTA Fillapex+ amoxicilina também apresentou-se
mais eficiente em relacdo aos outros cimentos (p<0,05). Na variavel 7 dias,
Sealapex+amoxicilina revelou melhor desempenho em relagédo aos outros cimentos
(p<0,05). Na variavel de 15 dias, Endofill e Sealapex associados a amoxicilina,
revelaram melhor desempenho que os outros antibiéticos (p<0,05), sendo que 0s
mesmos mostraram-se iguais estatisticamente na variavel de 60 dias (p<0,05). Em
relacdo a associacdo dos cimentos frescos com ciprofloxacina, MTA Fillapex,
Endofill e Sealapex, revelaram desempenho semelhante (p<0,05), 0 mesmo
acontecendo com a variavel 24 horas. Na varidvel de 7 dias, a andlise estatistica
revelou que os cimentos MTA Fillapex, Endofill e Sealapex, mostraram desempenho
semelhante, o mesmo acontecendo na variavel de 15 dias (p<0,05). Na variavel de
60 dias, MTA Fillapex e Sealapex, revelaram desempenho semelhante.

Tabela 3. Avaliacdo pela técnica da difusdo dos cimentos puros e associados aos
antibioticos impregnados em discos de papel na superficie do Brain Heart
agar frente a linhagem ATCC 29212 sob diferentes variaveis de tempo
(medidas feitas pela média em mm de halo de inibicdo)

Cimentos puros Cimento + Amoxicilina Cimento + Ciprofloxacina

Fresco 24h 7dd 15dd 60dd Fresco 24h 7dd 15dd 60dd Fresco 24h 7dd 15dd 60dd

i 67
MTA Fll Iapex 0 0 0 0 0 29,67 30 30,33 29,33 29,33 25,67 25 25,67 24,33 24,
R 0 0 0 0 0 27,33 26,67 35 40 36 21,67 20,67 25 26 25
Endofill ' !
19,67
Sealer 0 0 0 0 0 25,33 25,33 30 32 26,67 25 25 17,67 23 X

Sea|apex 7 6,67 6,33 6,33 6 13 14,33 40 40 40 25,67 24,33 25 27 25,67

Avaliacdo pela técnica dos discos de papel impregnados com o0s cimentos
frente alinhagem ATCC 4083 em diferentes variaveis de tempo

Para o cimento puro fresco apds a espatulacdo, somente Sealapex revelou
halo de inibicdo frente a linhagem em estudo em todas as varidveis de tempo.
Quando associados aos antibiéticos amoxicilina e ciprofloxacina, todos os cimentos
foram potencializados pela a¢do das drogas em todas as variaveis de tempo (tabela
4). Os cimentos MTA Fillapex, Endofill e Sealapex associados & amoxicilina ndo
mostraram diferenga estatisticamente significante (p<0,05), conforme dados da
tabela 4, o mesmo acontecendo na variavel de 24 horas. Na variavel de 7 dias,
Sealapex+amoxicilina apresentou melhor desempenho em relagdo aos outros
cimentos (p<0,05), ndo ocorrendo diferenca entre Endofill e Sealer. Na variavel de

15 dias, Sealapex+amoxicilina revelou grande eficiéncia, estatisticamente
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significante, em relagdo aos outros cimentos, 0 mesmo ocorrendo na variavel de 60
dias. Associado a ciprofloxacina, MTA fillapex fresco revelou melhor atividade
antimicrobiana, o mesmo ocorrendo em 24 horas. Na variavel de 7 dias, MTA
Fillapex e Sealapex associados a ciprofloxacina revelaram eficiéncia semelhante
(p>0,05). Nas variaveis de 15 e 60 dias, Sealapex+ciprofloxacina revelou melhor
desempenho em relag&o aos outros cimentos (P<0,05).

Tabela 4. Avaliacdo pela técnica da difusdo dos cimentos puros e associados aos
antibioticos impregnados em discos de papel na superficie do Brain Heart
agar frente a linhagem ATCC 4083 sob diferentes variaveis de tempo
(medidas feitas pela média em mm de halo de inibicdo)

Cimentos puros Cimento + Amoxicilina Cimento + Ciprofloxacina

Fresco 24h 7dd 15dd 60dd Fresco 24h 7dd 15dd 60dd Fresco 24h 7dd 15dd 60dd
MTA Fil Iapex 0 0 0 0 0 29,67 30 30,33 30 29,33 26,67 27 26 26 26,33
Endofill 0 0 0 0 0 30 29,33 25 30 26 25 24,67 24 27 23,33
0 0 0 0 0 14,33 14,67 24,67 30 26 25 24,67 17 21,67 19,67
Sealer » ! g ! 3 !
Sealapex 767 7,33 7,33 7 7 29,67 30 36 38,33 33,67 24,67 24,67 26 29,33 29

Avaliacdo pela técnica do teste de contato direto entre cimentos puros e
associados com antibidticos frente a linhagem ATCC 29212
A andlise com os cimentos MTA Fillapex, Endofill e Sealer puros permitiram
crescimento de grande ndmero de Unidades Formadoras de Coldnias/mL™.
Sealapex puro e associado aos antibioticos inibiu totalmente a linhagem em estudo
em todas as variaveis de tempo. Somente o cimento Endofill associado a amoxicilina
revelou contagem de colénias em nimero de 35.000 e 80.000 nas variaveis de
tempo de 15 e 60 dias, respectivamente. Todos 0s cimentos associados a
ciprofloxacina ndo permitiram contagem de col6nias nas variaveis de tempo (tabela
5).
Tabela 5. Avaliagdo pela técnica do contato direto dos cimentos puros e associados
aos antibiéticos com a linhagem ATCC 29212 sob diferentes variaveis de

tempo (valores em Unidades Formadoras de Coldnias/mL™)

Cimentos puros Cimento + Amoxicilina Cimento + Ciprofloxacina

Fresco 24h 7dd 15dd 60d Fresco  24h  7dd  15dd 60dd Fresco  24h  7dd  15dd  60dd
MTA Fillapex 330000 330000 330000 350000  370.000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Endofill 320000 320000  330.000  160.000  350.000 0 0 0 35000  80.000 0 0 0 0 0
Sealer 350000 350000  370.000  370.000  390.000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Seal apex 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Avaliacdo pela técnica do teste de contato direto entre cimentos puros e
associados com antibidticos frente a linhagem ATCC 4083
A andlise com os cimentos MTA Fillapex, Endofill e Sealer puros permitiram
crescimento de grande ndmero de Unidades Formadoras de Coldnias/mL™.
Sealapex puro e associado aos antibioticos inibiu totalmente a linhagem em estudo
em todas as variaveis de tempo. Somente o cimento Endofill associado a amoxicilina
revelou contagem de colénias em nimero de 35.000 e 80.000 nas variaveis de
tempo de 15 e 60 dias, respectivamente. Todos 0s cimentos associados a
ciprofloxacina ndo permitiram contagem de col6nias nas variaveis de tempo (tabela
6).
Tabela 6. Avaliagdo pela técnica do contato direto dos cimentos puros e associados
aos antibioticos com a linhagem ATCC 4083 sob diferentes variaveis de

tempo (valores em Unidades Formadoras de Colénias/mL™)

Cimentos puros Cimento + Amoxicilina Cimento + Ciprofloxacina

Fresco 24h 7dd 15dd 60dd Fresco 24h 7dd 15dd 60dd Fresco 24h 7dd 15dd 60dd

MTA Fi||apex 280.000 290.000 300.000 300.000 300.000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Endofill 310.000 310.000 300.000 290.000 320.000 0 0 0 40.000 110.000 0 0 0 0 0
Sealer 330.000 320.000 330.000 300.000 290.000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Seal apex 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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5. Discussao

Das linhagens de Enterococcus faecalis ATCC 29212 e 4083 utilizadas nos
experimentos

Foram utilizadas em nossa pesquisa, duas linhagens diferentes de E.
faecalis, uma ATCC (American Type Culture Collection) 4083, originalmente isolada
de infeccdo radicular de dente e outra ATCC 29212, originalmente isolada de
infeccao urinéria. A recuperacgéo frequente do E. faecalis de canais radiculares com
insucesso do tratamento endodoéntico tem sido amplamente relatada (Sundqgvist et
al., 1998; Pinheiro et al., 2003; Rocas et al. 2003). Essa bactéria também demonstra
alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento endodontico e € um
dos poucos microrganismos que tem mostrado resistir in vitro ao efeito
antibacteriano do hidréxido de célcio (WEIGER et al., 1995, EVANS et al., 2002).
Assim, justificamos a utilizagdo dessas linhagens na presente pesquisa. Em nosso
estudo, fica claro a discreta sensibilidade aumentada da linhagem ATCC 4083.
Véarios estudos que avaliam a atividade antimicrobiana de materiais endoddnticos
sdo encontrados na literatura, utilizando a linhagem ATCC 29212 (Cobankara et al.,
2003; Eldeniz et al., 2006; Al-Hezaimi et al., 2006; Miyagak et al., 2006) e outros
utilizando outra linhagem denominada ATCC 10541 (Leonardo et al., 2000;
Tanomaru-Filho et al., 2007;). Nesta pesquisa em que, cimentos endododnticos foram
testados puros e associados aos antibioticos, parece propicio que a utilizacdo de
uma linhagem originalmente isolada de infec¢éo radicular deva ser utilizada com o

proposito de reproduzir resultados fidedignos.

Das metodologias utilizadas nos testes de atividade antibacteriana dos
cimentos

Um dos desafios nas pesquisas endoddnticas deve ser exatamente a
implantacédo e padronizagdo de protocolos para os testes in vitro e in vivo da
efetividade de cimentos endoddnticos. Um dos protocolos utilizados nesta pesquisa
foi o teste de difus@o das substancias sobre a superficie do agar pelos métodos dos
pocos escavados e preenchidos e pelos discos de papel impregnados com o0s
cimentos. Esta metodologia vem sendo amplamente utilizada nas pesquisas com
materiais endodonticos (COBANKARA et al.,, 2003; ASGARY & KAMRANI, 2008;
RIBEIRO et al.,, 2010; ZARRABI et al., 2009; TANOMARU-FILHO et al.,, 2007;
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LEONARDO et al.,, 2000; MIYAGAK et al., 2006, HOELSCHER et al., 2006). No
entanto, varias limitagcdes devem ser observadas nos testes de difusdo, como a falta
de padronizagédo da densidade do inoculo, que geralmente é feita pela turbidimetria
referente a escala 0,5 de Mac Farland, meio de cultura adequado para os testes,
viscosidade do &gar, condicbes de estocagem das placas favorecendo a
desidratacdo e consequente baixo desempenho do &gar, nimero de testes por placa
de cultura e tempo e temperatura adequados de incubagdo (PUMAROLA et al.,
1992). Outra importante desvantagem dos testes de difusdo é o fato de serem testes
qualitativos, que revelam somente a sensibilidade da linhagem bacteriana expressa
em milimetros de halo de inibicho e assim, ndo poderem distinguir entre
propriedades bactericida ou bacteriostatica dos materiais testados (TOBIAS, 1988).
Testes avaliando a concentracao inibitéria minima (CIM) dos materiais por métodos
de diluicdo, poderiam revelar a atividade bacteriostatica ou bactericida dos materiais
testados (AL-HEZAIMI et al., 2006). Também, os resultados dos testes de difusédo
ndo dependem somente da toxicidade do material para a linhagem testada, mas
também da difusibilidade dos componentes antibacterianos através do meio de
cultura utilizado (FRAGA et al., 1996). Sendo o 4gar um meio altamente hidratado,
somente materiais com boa solubilidade em agua poderiam ser testados (FUSS et
al., 1997) e ainda poderiam promover grandes zonas de inibigdo do microrganismo.

Nos testes de contato direto, utilizados nesta pesquisa, as bactérias sado
colocadas em contato direto com 0s materiais testados, durante determinados
periodos de tempo, superando assim algumas das desvantagens dos testes de
difusdo sobre 4gar. Os testes de contato direto podem ser métodos quantitativos e
muito reprodutiveis que simulam o contato da bactéria com cimento endodéntico
dentro do canal radicular. Os efeitos dos cimentos em varios estagios da reacao de
presa sobre a viabilidade da bactéria podem ser avaliados (ELDENIZ et al., 2006). O
método também permite um melhor controle de fatores interferentes, acima
mencionados, nos testes da difusdo. Os testes de contato direto sdo também
amplamente utilizados nas pesquisas com materiais endodonticos (COBANKARA et
al., 2003; ZHANG et al.,, 2009; ELDENIZ et al.,, 2006; BAER & MAKI, 2010;
SLUTZKY-GOLDBERG et al., 2008).
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Dos resultados obtidos nos testes de difusdo em pocos escavados no agar

Os resultados obtidos revelaram que o cimento Sealapex puro foi o Unico que
demonstrou alguma atividade antibacteriana frente as duas linhagens de E. faecalis
testadas. Estes achados ja foram revelados por Bodrumlu e Semiz (2006) e por
Yasuda et al., (2008), embora sejam discrepantes dos resultados encontrados por
Miyagak et al., (2006).

Todos os cimentos tiveram sua eficiéncia potencializada pela adicdo dos
antibioticos amoxicilina e ciprofloxacina. A ideia de acrescentar antibidticos aos
cimentos parece ser pragmatica em sua origem. O conceito de utilizar os cimentos
como um deposito de antibidticos faz sentido, ao passo que permite a liberagéo do
farmaco diretamente no sitio da iminente infeccdo (HENDRIKSA et al., 2004). A
eficiéncia de cimentos associados & amoxicilina ja foi revelada por Hoelscher et al,
2006 e por Baer e Maki, 2010. Os cimentos adicionados da ciprofloxacina revelaram
uma eficiéncia muito préxima, com pequena variacdo nos halos de inibicdo para as
duas linhagens testadas. Isto ndo aconteceu com a adigdo da amoxicilina, cujos
halos de inibicdo foram discrepantes. O MTA Fillapex e o Sealapex revelaram
melhor atividade antibacterina contra a linhagem 4083. Esta linhagem ¢é
originalmente isolada de infeccdo de canal radicular e parece apresentar resultados

mais fidedignos quando este tipo de estudo é realizado.

Dos resultados obtidos nos testes de difusdo dos cimentos impregnados em
discos de papel em diferentes varidveis de tempo

Os resultados obtidos revelaram que o cimento Sealapex puro foi o Unico que
demonstrou atividade antibacteriana frente as duas linhagens de E. faecalis testadas
nas diferentes variaveis de tempo. Estes achados ja foram revelados por Bodrumlu e
Semiz (2006) e por Yasuda et al., (2008), embora sejam discrepantes dos resultados
encontrados por Miyagak et al., (2006). Todos os cimentos tiveram sua eficiéncia
potencializada pela adicdo dos antibidticos amoxicilina e ciprofloxacina. Sealapex
revelou eficiéncia antibacteriana aumentada nas variaveis de tempo de 7, 15 e 60
dias. Isto talvez pelo fato de o cimento favorecer a liberagdo do antibidtico, mesmo

por um longo periodo apos a reagéo de presa.
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Dos resultados obtidos nos testes de contato direto dos cimentos com a
bactéria em diferentes variaveis de tempo

Os resultados obtidos revelaram que o cimento Sealapex tanto puro como
adicionado dos antibiéticos, foi o Unico que demonstrou atividade antibacteriana
frente as duas linhagens de E. faecalis testadas nas diferentes variaveis de tempo.
O MTA Fillapex, o Sealer e o Sealapex puros ndo revelaram agao contra as
linhagens estudadas. Mas, estes trés cimentos tiveram sua agéo potencializada pela
adicdo dos antibiéticos em todas as variaveis de tempo (p<0,05). O cimento Endofill
permitiu crescimento de unidades formadoras de coldnias nas variaveis de 15 e 60
dias para as duas linhagens estudadas.

A adicdo de antibidticos aos cimentos ja se mostrou eficiente em outras
pesquisas realizadas (BAER & MAKI, 2010; HOELSCHER, et al., 2006). Avaliando
os cimentos Pulp Canal Sealer, AH Plus e RealSeal SE associados a amoxicilina
contra E. faecalis, Baer & Maki, 2010, demonstraram que todos estes cimentos
frescos e apos presa de um, trés e sete dias, inibiram completamente o crescimento
de E. faecalis pelo teste de contato direto. Hoelscher et al., 2006, também
revelaram a ac¢do inibitéria sobre E. faecalis do cimento Kerr Pulp Canal Sealer
EWTA associado aos antibiéticos amoxicilina, penicilina, clindamicina, metronidazol
e doxiciclina, sendo que os melhores halos de inibicdo foram obtidos com a
associacdo com amoxicilina. A presente pesquisa também demonstra que 0s
cimentos MTA Fillapex, Endofill, Sealer e Sealapex associados & amoxicilina inibem
o crescimento de duas linhagens de E. faecalis, tanto imediatamente apods a
espatulacdo como em 60 dias apds a reacdo de presa, sem diferenca estatistica
(p>0,05). Esta mesma ac¢éo dos cimentos foi revelada quando da associagdo com a
ciprofloxacina. Os resultados obtidos nas trés diferentes metodologias s&o

semelhantes em relag&o a inibigcdo do crescimento das linhagens estudadas.

Da sensibilidade do E. faecalis aos antibiéticos

A susceptibilidade do E. faecalis isolados de infecgbes radiculares tem sido
amplamente estudada. Alguns estudos revelam a elevada susceptibilidade desta
linhagem a amoxicilina, amoxicilina-acido clavulanico, benzilpenicilina, vancomicina
e doxiciclina e diminuigdo de sensibilidade a eritromicina e azitromicina (PINHEIRO
et al., 2003; PINHEIRO et al., 2004). Discrepante a estes resultados, Dahlén et al.,

Y

2000, demonstraram resisténcia do E. faecalis a benzilpenicilina, ampicilina,
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clindamicina, metronidazol e tetraciclina e sensibilidade a eritromicina e
vancomicina. As diferengas de sensibilidade da bactéria podem depender do tipo de

linhagem ou cepa estudada.

Da justificativa para associacdo dos antibidticos aos cimentos

Por muito tempo, os antibidticos tém sido amplamente utilizados em
odontologia. A aplicagdo local de um antibiético carreado por um cimento seria, a
melhor maneira, de introduzir antibiético junto ao sitio endodéntico (MOHAMMADI &
ABBOTT, 2009). E importante que, os materiais obturadores possuam atividade
antimicrobiana para que na fase de obturacdo possam confinar e, se possivel,
eliminar os microrganismos que possivelmente permanecam nos tubulos dentinérios.
Mas, se o cimento for adicionado de um antibiético que possa potencializar sua agdo
bactericida ap0s sua reagdo de presa, poderia ser de grande valia na terapia
endodontica inicial e na prevengcdo de um insucesso endodontico. A adigcdo de
antibidticos aos cimentos ja se mostrou eficiente in vitro em outras pesquisas
realizadas (BAER & MAKI, 2010; HOELSCHER, et al., 2006).

A amoxicilina é um antibiético beta-lactamico semi-sintético, de amplo
espectro, que inibe a sintese da parede celular bacteriana. A ciprofloxacina é uma
fluorquinolona, de amplo espectro, que atua na inibicdo da topo-isomerase
bacteriana, impedindo a replicagdo da DNA da bactéria.

O uso de antibidticos topicos em medicina ndo é novo, mas até o presente
momento, seu uso em odontologia tem sido muito limitado. O primeiro relato de
utilizagdo de cimento carregado com antibiéticos foi descrito por Buchholz e
Engelbrecht em 1970, conforme afirma Klekamp et al., 1999. O interessante dessa
técnica é a possibilidade de disponibilizar altas doses de antibidticos localmente,
com baixa toxicidade sistémica. Deve-se ressaltar que o sucesso da idéia depende
do antibiotico escolhido, que deve ser guiado pela susceptibilidade dos
microrganismos envolvidos, sejam eles empiricos ou comprovados (KLEKAMP et al.,
1999).

Abbott et al., 1990, relataram que os antibiéticos sdo menos toxicos para
células de mamiferos em concentrac¢des clinicas adequadas quando comparados as
outras substancias quimicas antissépticas utilizadas durante o preparo biomecéanico

dos dentes.



26

Mesmo assim, muitas questdes ainda precisam de respostas quanto a
utilizacdo de antibiéticos no sistema de canais radiculares. Por exemplo, 0 uso
topico da amoxicilina poderia promover uma resposta alérgica? Poderiam o0s
cimentos combinados com antibiéticos conduzir a uma eventual resisténcia
bacteriana? Qual seria a reacdo periapical na presenca de um antibiético? Qual
seria a toxicidade celular do antibidtico? O antibiotico sofreria interferéncia em seu
mecanismo de acdo pela presenca da dentina? Os cimentos liberariam o antibiético
no sitio endodéntico mesmo apoés a reacdo de presa? Qual o efeito do antibittico
sobre a solubilidade, tempo de presa e escoamento do cimento?

Este estudo revelou que quando os cimentos MTA Fillapex, Endofill, Sealer e
Sealapex séo adicionados dos antibidticos amoxicilina e ciprofloxacina, apresentam
sua acao antibacteriana contra E. faecalis potencializada em ensaios in vitro. Esta
acdo antibacteriana foi revelada no cimento fresco apds a espatulacdo e mesmo 60

dias apés a reacéo de presa.
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