Universidade do Estado do Rio de Janeiro

28

S %

§ & = .

) U?;J & Centro Biomédico

“, & -
FSTEEﬂ o Faculdade de Odontologia

Mariana Porciuncula de Almeida

Efeito bactericida e alteracao de cor proporcionada por medicacoes
antibidticas em diferentes consisténcias

Rio de Janeiro
2018



Mariana Porciuncula de Almeida

Efeito bactericida e alteracdo de cor proporcionada por medicagfes antibioticas em

diferentes consisténcias

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial
para obtencéo do titulo de Mestre, ao Programa
de Pdés-Graduacdo em  Odontologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Area
de concentracédo: Endodontia.

Orientadora; Prof.2 Dra. Luciana Moura Sassone

Coorientadora: Prof.2 Dra. Sandra Rivera Fidel

Rio de Janeiro
2018



CATALOGAGCAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/CBB

A447 Almeida, Mariana Porciuncula de.

Efeito bactericida e alteracdo de cor proporcionada por medicacdes

antibidticas em diferentes consisténcias / Mariana Porciuncula de Almeida.
—2018.

65 f.

Orientadoras: Luciana Moura Sassone, Sandra Rivera Fidel.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Odontologia.

1. Antibacterianos. 2. Descontaminacdo. 3. Descoloracdo de dente. I.
Sassone, Luciana Moura. Il. Fidel, Sandra Rivera. Ill. Universidade do
Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de Odontologia. V. Titulo.

CDuU
616.314

Karin Cardoso CRB/7 6287

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducao total ou parcial desta
dissertacdo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Mariana Porciuncula de Almeida

Efeito bactericida e alteracéo de cor proporcionada por medicacdes antibioticas em

diferentes consisténcias

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre, ao Programa
de PoOs-Graduacdo em  Odontologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Area
de concentracdo: Endodontia.

Aprovada em 28 de fevereiro de 2018.

Orientadoras:

Prof.2 Dra. Luciana Moura Sassone
Faculdade de Odontologia - UERJ

Prof.2 Dra. Sandra Rivera Fidel
Faculdade de Odontologia - UERJ

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Teresa Cristina Avila Berlinck
Faculdade de Odontologia - UERJ

Prof. Dr. Raphael Hirata Junior
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof.2 Dra. Heloisa Carla Dell Santo Gusman
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
2018



DEDICATORIA

Ao meu pai e minha mae por todo 0 apoio ao longo dessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia por todo apoio e paciéncia e a Deus por me
guiar e me cercar de pessoas boas.

Agradeco aos que fizeram a realizacdo desse trabalho possivel:

A Professora doutora Luciana Sassone, por sua orienta¢do, ndo s6 no mestrado, mas
desde o meu primeiro laboratério de endodontia, e por ser um exemplo de professora
comprometida com seus alunos e com a faculdade.

A Professora doutora Sandra Fidel por seu apoio e incentivo, desde as clinicas de
trauma dental.

Ao Professor doutor Raphael Hirata Junior pelo empréstimo do meio Enteroccocosel e
por ser uma pessoa iluminada e fundamental no meu mestrado.

Ao Professor doutor Antdnio Monnerat pelo empréstimo do espectrofotémetro Vita
EasyShade e por ser uma das pessoas que despertaram meu interesse pela area de dentistica e
descoloracdo dentaria desde a graduacéo.

Ao Doutor Fernando Marques por ser tdo solicito e me dar o propilenoglicol e
macrogol utilizados pelo Hoshino e me ensinar protocolo de manipulacdo utilizado por ele e
por ser uma grande influéncia no meu interesse pela area de trauma dental.

A técnica de laboratério Barbara Coelho por todo comprometimento e por ser tdo
prestativa.

Ao Professor doutor Emmanuel Silva por todo auxilio e por todos 0s ensinamentos
proporcionados durante os 2 anos de convivéncia no laboratdrio de endodontia.

Agradeco também aos que foram um grande incentivo no meu mestrado:

A Professora doutora Teresa Berlinck pelo apoio e companheirismo desde o
laboratorio de endodontia.

A equipe da atualizagcdo em endodontia da PUC-RJ: Augusto Barbosa, Marco André
de Berredo, Cassius Fonseca e Fabio Tancredo pelo incentivo durante o curso para que
seguisse na area.

A equipe da especializacdo em endodontia da UFRJ por aumentar ainda mais minha
paixdo pela endodontia e principalmente as professoras doutoras Maira Prado e Heloisa
Gusman pelo incentivo a pesquisa.

A turma de mestrado em endodontia da UERJ de 2012-2014 composta por Ane Poly,

Fanor Marques, Felipe Belladonna, Jodo Marcelo Teixeira, Justine Tinoco e Marcus Vinicius



Andrade pelo companheirismo e conhecimentos compartilhados durante as clinicas de trauma
dental.
Aos meus companheiros de mestrado Claudio Malizia, Milena Tomaz e Nicole Fiallos

pelo companheirismo e convivéncia agradaveis. Vocés foram O6timos companheiros de
jornada.



RESUMO

ALMEIDA, Mariana Porciuncula. Efeito bactericida e alteracdo de cor proporcionada por
medicacdes antibioticas em diferentes consisténcias. 2018. 65f. Dissertagdo (Mestrado em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de medicacgdes antibi6ticas em
consisténcia pastosa e solida sobre o biofilme de E. faecalis formado em dentina humana e
mensurar a alteracdo de coloracdo coronaria de dentes que receberam tais medicamentos.
Setenta dentes foram divididos em dois grupos controle (n=5) e seis grupos antibioticos
(n=10) de acordo com a formulac¢&o da medicacéo antibiotica testada e sua consisténcia, como
a seguir: CN — Controle negativo, em que agua destilada foi aplicada, CP — Controle positivo,
em que a auséncia de contaminacdo cruzada foi comprovada, sé tendo sido realizada
descontaminacdo externa, Grupo 3MIX-sol — medicacdo triantibidtica, consisténcia sélida,
Grupo 3MIX-past — medicagdo triantibidtica, consisténcia pastosa, Grupo 2MIX-sol -
medicacdo biantibidtica, consisténcia solida, Grupo 2MIX-past - medicacdo biantibiotica,
consisténcia pastosa, Grupo 3MIX-mod-sol — medicacdo triantibiética modificada com
clindamicina, consisténcia sélida. Grupo 3MIX-mod-past - medicacdo triantibidtica
modificada com clindamicina consisténcia pastosa. Para a avaliagdo da alteracdo de
coloracdo, foram realizadas tomadas de cor em uma mesma posicao, utilizando-se um
espectrofotdbmetro de acordo com o sistema CIELAB, antes da aplicacdo das medicacoes
antibioticas e trés semanas apos a aplicacdo, os valores de AL*, Aa*e Ab* foram coletados
para verificar se houve modificacdo no valor, eixo verde-vermelho ou eixo azul-amarelo. Para
se avaliar a atividade antibacteriana das medicacdes antibidticas testadas, os espécimes dos
grupos antibiéticos e CN foram contaminados com uma cultura de E. faecalis, durante 30
dias, buscando a formacdo de biofilme intrarradicular. Transcorrido esse periodo, 0s
espécimes dos grupos-teste foram irrigados com hipoclorito de sodio a 1,5% e com EDTA a
17%, por 5 minutos, os canais foram secos e a medicacdo foi aplicada. Apos 15 dias as
medicac¢des antibioticas foram removidas do canal radicular por irrigagdo com agua destilada
e EDTA a 17% e as amostras foram colocadas em tubos de ensaio contendo o meio
Enteroccocosel para avaliar a descontaminacdo das mesmas por 48h em estufa. O grupo CN
passou pelo mesmo processo de descontaminag¢do, mas teve seu canal preenchido por agua
destilada e o grupo CP foi submetido somente a descontaminacgéo externa. Os resultados do
presente estudo demonstraram que todos 0s grupos que continham minociclina na sua
formulacdo sofreram alteracdo de cor (P < 0,05), enquanto a coloracdo dos outros grupos,
incluindo controle, continuaram estaveis (P > 0,05). Em relacdo a ac¢do antibacteriana, 0 CN
apresentou crescimento bacteriano e o Grupo 3MIX-mod-past foi 0 Unico grupo experimental
a apresentar crescimento bacteriano pos terapia (P < 0,05). Portanto, em relagdo a alteragdo de
cor, o grupo 3MIX-sol, promoveu uma menor descolora¢do coronéria do que o grupo 3MIX-
past. JA& os grupos CP, 2MIX-sol, 2MIX-past, 3MIX-mod-sol e 3MIX-mod-past nao
apresentaram alteracdo de cor no elemento dentario. Em relacdo a acdo antibacteriana das
substancias, 0s grupos 3MIX-sol, 3MIX-past, 2MIX-sol e 2MIX-past se mostraram eficientes
contra o biofilme E. faecalis, independente de sua consisténcia e o CP ndo apresentou
presenca bacteriana. O grupo 3MIX-mod-past permitiu o registro de presenca bacteriana no
meio Enteroccocosel, o que ndo ocorreu com o grupo 3MIX-mod-sol.

Palavras-chave: Medicacdo antibidtica. Descontaminacao. Descoloracao coronaria.



ABSTRACT

ALMEIDA, Mariana Porciuncula. Bactericidal effect and color change provided by antibiotic
medications in different consistency. 2018. 65f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) -
Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The aim of this study was to analyze the effect of triple antibiotic medication in pasty
and solid consistency against of E.faecalis biofilm formed in human dentin and measure by
using spectrophotometer if there was any change in the coronary color of the dental elements.
Seventy teeth were divided into two control groups (n=5) and six antibiotic groups (n=10)
according to the formulation and consistency of the antibiotic medication, as followed: CN —
negative control, with destilled water applied, CP — positive control, Group 3MIX-sol — triple
antibiotic paste in solid consistency, Group 3MIX-past — triple antibiotic paste, pasty
consistency, Group 2MIX-sol — triple antibiotic medication in solid consistency, Group
3MIX-mod-sol — triple antibiotic medication modifed with clindamicyn, solid consistency,
Group 3MIX-mod-past — triple antibiotic medication modified with clindamicyn, paste
consistency. The coronary color change was measured by a spectrophotometer according the
CIELAB system, before and three weeks later the antibiotic medication was used, the AL*,
Aa*e Ab* were collected to verify if it had luminosity, axis green-red and blue-yellow
changes. To analyze the antibacterial activity of the medications tested, the specimens were
contaminated with E.faecalis culture, for 30 days, aiming the growth of intra radicular
biofilm. After that, the specimens of all groups were irrigated with sodium hypochlorite 1,5%
and EDTA 17% by five minutes each, so the root canals were dried and the antibiotic paste
could be applied, remaining in the dental element for 15 days. After 15 days the antibiotic
paste were removed from the root canals by irrigation with destilled water and EDTA 17%
and the samples were placed into test tubes filled wtih Entereccocosel medium to analyze the
descontamination of them in 48 hours at the incubator. The NC group went through the same
process of decontamination, but had its root canal filled with distilled water and the PC group
only went through external surface decontamination. All the groups with minocycline in
formulation had coronary color change (P < 0,05), while the staining of the other groups,
including control, remained stable (P > 0,05). The NC and the 3MIX-mod-paste group was
the only experimental group that showed bacterial growth after terapy (P < 0,05). The 3MIX-
sol showed less coronary color change compared to 3MIX-past. The 2MIX-sol, 2MIX-past,
3MIX-mod-sol and 3MIX-mod-past groups did not show change in dental color. The
antibacterial effect of the 3MIX-sol, 3MIX-past, 2MIX-sol and 2MIX-past groups showed to
be efficient agains E. faecalis biofilm. The 3MIX-mod-past group allowed bacterial growth in
the Enteroccocosel medium, which did not occur in the 3MI1X-mod-sol group.

Keywords: Antibiotic medication. Decontamination. Coronal discoloration.
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INTRODUCAO

Os dentes permanentes com rizogénese incompleta que sofrem necrose pulpar tem o
processo de formacdo radicular paralisado (SHAH et al., 2008). Nestes casos, dois
procedimentos clinicos tém sido recomendados: a apicificacdo ou a revascularizacdo (BOSE;
NUMMIKOSKI; HARGREAVES, 2009). A apicificacdo consiste na formacdo de uma
barreira apical utilizando-se diferentes materiais como o agregado de trioxido mineral (MTA)
e 0 hidroxido de célcio (BOSE; NUMMIKOSKI; HARGREAVES, 2009; SHAH et al., 2008).
A apicificacdo com o MTA é realizada de forma imediata (SHABAHANG et al., 1999) pois
ndo depende do organismo para criacdo da barreira apical, que é realizada por meio da
aplicacdo deste material como tampé&o no terco apical da raiz, o que possibilita a compactagéo
do material obturador com seguranca (HOLDEN et al.,, 2008; MENTE et al., 2009;
WITHERSPOON et al., 2008). J& o protocolo com hidroxido de calcio requer trocas
sucessivas, em multiplas sessbes, para estimular a formacdo de uma barreira mineralizada
natural, que possibilite a compactacdo do material obturador dentro do canal radicular. Este
procedimento possui uma série de inconvenientes como: maior facilidade de recontaminacéo
do elemento pelo tempo do tratamento e aumento da fragilidade da dentina radicular, gerando
um risco futuro de fratura radicular (NOSRAT; SEIFI; ASGARY, 2011).

O tratamento de revascularizacdo pulpar visa proporcionar a finalizacdo do processo
de complementacdo radicular, proporcionando um maior fechamento apical, aumentando a
espessura da dentina intrarradicular e o tamanho da raiz, diminuindo o risco futuro de fratura
do elemento (DING et al., 2009; JUNG; LEE; HARGREAVES, 2008; NOSRAT; SEIFI;
ASGARY, 2011; SHAH et al., 2008). O protocolo de revasculariza¢do consiste na cirurgia de
acesso ao dente ndo vital, irrigacdo abundante com hipoclorito de sédio a 1,5% sem a
realizacdo da instrumentacao, evitando-se assim a remocao de tecido viavel remanescente e a
diminuigdo da espessura da dentina intrarradicular (DIOGENES et al., 2014; REYNOLDS;
JOHNSON; COHENCA, 2009; TROPE, 2008), irrigacdo com EDTA 17%, secagem do canal
radicular com cone de papel e colocacdo de uma medicacdo intracanal para descontaminagéo
dentinaria (DIOGENES et al., 2014; GARCIA-GODOQOY; MURRAY, 2012; LOVELACE et
al., 2011; TROPE, 2008). Em uma segunda sessdo, o canal radicular deve ser irrigado com
EDTA 17% e é realizada a estimulagdo da regido periapical com uma lima buscando-se o
surgimento de um sangramento. O canal radicular deve ser preenchido por sangue e,

finalmente, o elemento dentario deve ser selado internamente por MTA, no terco cervical,
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abaixo da juncdo amelocementaria, e por resina fotopolimerizdvel na porcdo coronéria,
impedindo recontaminacédo deste (HOSHINO et al., 1996).

A descontaminacdo do canal radicular possibilita a concluséo do processo inflamatério
na regiao, sendo fundamental para o sucesso da nova formacéo tecidual, por isso a medicacao
3MIX em forma pastosa, vem sendo o medicamento intracanal de escolha, pois sua
combinacdo garante ampla acdo contra biofilmes multiespécie (REYNOLDS; JOHNSON;
COHENCA, 2009). Isto se daria pela presenca e combinacdo dos trés antibioticos. A
minociclina apresenta acdo bacteriostatica contra espécies Gram-positivas e Gram-negativas,
aerdbias e anaerdbias, além de inibir colagenases e metaloproteinase de matriz (YAO et al.,
2007) e de aumentar o nivel de interleucina 10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatéria
(RAMAMURTHY et al., 2002). A ciprofloxacina apresenta acdo bactericida contra espécies
Gram-positivas e Gram-negativas. Ja o metronidazol possui acdo bactericida contra
anaerobicos estritos (cocos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos e Gram-positivos)
(CHUENSOMBAT et al., 2013; SATO et al., 1993).

Entretanto, a associacdo de antibidticos proporciona um aumento na citotoxicidade
comparando-a quando utilizados separadamente nas mesmas  concentracOes
(CHUENSOMBAT et al., 2013). Portanto a medicacdo antibidtica 3MIX deve ser usada em
uma concentracdo que possua o equilibrio entre agdo antimicrobiana e baixa citotoxicidade,
pois a toxicidade celular é proporcional ao aumento da sua concentragdo, o que poderia gerar
destruicdo das células remanescentes, que apresentam potencial para a diferenciacdo no novo
tecido que ocuparé o espaco do canal radicular, com capacidade de formacao 6ssea/dentinaria
(LABBAN et al., 2014; RUPAREL et al., 2012; SABRAH et al., 2015). A acéo
antimicrobiana nas concentragcbes ndo-toxicas em estudos in vitro tém sido comumente
avaliadas sobre o biofilme de Enterococcus faecalis (ALGARNI; YASSEN; GREGORY,
2015; SABRAH; YASSEN; GREGORY, 2013). Esta espécie apresenta predisposicdo a
formagdo de biofilme, o que & um aspecto vantajoso sobre outras espécies, pois isso
demonstra ser um dos principais fatores da persisténcia e recolonizagdo em ambientes
adversos (JEFFERSON, 2004; KISHEN; GEORGE; KUMAR, 2006; LIU et al., 2010). O E.
faecalis também é indicado para estudos ex vivo (CARBAJAL MEJIA; AGUILAR
ARRIETA, 2016; DEVARAJ; JAGANNATHAN; NEELAKANTAN, 2016; LANA et al.,
2009; ORDINOLA-ZAPATA et al.,, 2013) devido as suas dimensdes, pois apresenta a
capacidade de penetrar nos tabulos dentinarios, sobrevivendo e proliferando-se no canal
radicular sem a presenca de outra espécie bacteriana (LOVE, 2001). Todavia estudos ex vivo

de acdo antibacteriana da medicacdo antibidtica 3MIX utilizando como protocolo as baixas
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concentragOes atualmente preconizadas e sua comparagdo com outras medicagdes antibidticas
ainda € um campo pouco explorado (DEVARAJ; JAGANNATHAN; NEELAKANTAN,
2016).

Apesar da eficacia apresentada ao realizar a descontaminacéo dos tabulos dentinarios
(ORDINOLA-ZAPATA et al., 2013), a medicacdo antibiotica 3MIX possui a desvantagem de
causar mudanca de coloracdo pelo uso da minociclina, pertencente a familia das tetraciclinas,
em um processo de quelacdo dos ions calcios, em que a minociclina se junta ao célcio da
estrutura dentaria formando um complexo insolivel (TANASE et al., 1998). Uma tentativa de
se minimizar os danos estéticos causados pela aplicacdo desta medicacdo antibidtica é a
utilizacdo de sistemas adesivos e resinas para que a minociclina ndo entre em contato direto
com a dentina coronaria (REYNOLDS; JOHNSON; COHENCA, 2009), o que pode ser
alcancado com mais facilidade por sistemas adesivos de passo Unico autocondicionantes
(GIACHETTI et al., 2011). Também foi sugerida por Hoshino (2007) uma modificacdo na
consisténcia da medicagdo antibiotica intrarradicular, modificando o veiculo utilizado para
macrogol e propilenoglicol, dando uma consisténcia solida ao invés de pastosa para a
medicacdo antibidtica 3MIX, o que proporcionaria maior controle para o operador na
colocacdo do antibidtico intracanal. Devido a essa perda estética, novas combinacdes
antibidticas foram colocadas em pratica como a utilizacdo da medicacdo antibidtica em sua
versao biantibidtica, sem a minociclina (PORTER et al., 2016) ou substituicdo da minociclina
por outro antibidtico como a clindamicina (ALGARNI; YASSEN; GREGORY, 2015;
MCTIGUE; SUBRAMANIAN; KUMAR, 2013).

A clindamicina é uma substancia recomendada pela American Association of
Endodontics (AAE) (AAE, 2015) como substituta para a minociclina por ndo proporcionar
descoloracdo coronaria em testes ex vivo (DETTWILER et al., 2016; THOMSON et al., 2012)
e apresentar eficiéncia bactericida (MCTIGUE; SUBRAMANIAN; KUMAR, 2013). Algarni,
Yassen, Gregory (2015) apresentaram resultado semelhante in vitro ao da medicagéo
biantibidtica, ambos na consisténcia em gel e de acordo com as diretrizes da AAE, porém a
literatura carece de estudos ex vivo que comparem a acdo antibacteriana da medicacéo
triantibiotica modificada por clindamicina com a medicagdo antibidtica 3Mix e com a
medicacdo biantibiotica em dentina contaminada.

Além disso, apds as diretrizes da American Association of Endodontics em 2015
(AAE, 2015) ha uma deficiéncia na literatura sobre a acdo antimicrobiana em dentina das trés

medicacdes antibioticas supracitadas considerando fatores como sua baixa concentragéo,
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consisténcia e associacdo ao hipoclorito de sédio em uma baixa concentracdo de 1,5% e se a
aplicacdo de um sistema adesivo, associado aos dois primeiros fatores, produzem alguma

diferenca na descoloracdo coronaria promovida pela minociclina.
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1 REVISAO DE LITERATURA

Alteracdo da coloracdo dentaria: Tanase et al. (1998) desenvolveram uma técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos para
simultaneamente separar antibidticos derivados da tetraciclina e aplicar na andlise de
descoloracdo dentéria. O eluato das amostras que apresentaram descoloracao foi identificado
como minociclina e a minociclina ndo foi identificada em nenhuma amostra que ndo sofreu
descoloragdo, portanto indicando que houve incorporagcdo da minociclina na dentina e no
esmalte.

Thomson et al. (2012) quantificaram a descoloracdo de raizes dentarias causada por
varios medicamentos e cimentos obturadores. Os medicamentos avaliados foram Multi-cal (a
base de hidroxido de célcio), Ledermix (a base de derivado da tetraciclina), Acetato de
clorexidina a 2% em polietiloglicol, clindamicina a 5% em polietilenoglicol e somente
polietilenoglicol. As raizes foram mantidas em 37°C em ambiente Umido e escuro. Imagens
padronizadas foram realizadas e mostraram que Ledermix causou 0 maior escurecimento,
enquanto hidréxido de célcio e os materiais em polietilenoglicol ndo causaram o
escurecimento das amostras.

Akcay et al. (2014) avaliaram a descoloracdo coronéria induzida por varios tipos de
combinagbes antibidticas em setenta incisivos bovinos no periodo de tempo de 1 dia, 1
semana, 2 semanas e 3 semanas utilizando um espectrofotbmetro e o sistema CIELAB. As
substancias testadas foram: hidréxido de calcio, pasta biantibidtica, pasta triantibiotica, pasta
triantibiotica substituindo a minociclina pelas seguintes substancias: doxicilina, amoxicilina e
cefaclor. O resultado obtido revelou que o grupo controle, o hidroxido de calcio e a pasta
biantibiotica ndo apresentaram mudanca de coloracéo.

Kahler et al. (2014) realizaram um estudo clinico prospectivo de relatos de resultados
preliminares de procedimentos de revascularizagdo com acompanhamento de pelo menos 18
meses. O procedimento foi realizado em 16 dentes, sendo 3 pré-molares inferiores e 13
incisivos centrais que sofreram trauma dental e foi utilizada a pasta triantibiética modificada
com amoxicilina. Foram feitas analise qualitativa da regressdo da radiolucidez apical e do
fechamento apical dos casos. Um programa de imagem geométrica que calcula em
porcentagem as medidas em tamanho da raiz e espessura da parede dentinaria foi utilizado
para a andlise quantitativa, que comparou as radiografias iniciais e de acompanhamento do

caso. Na avaliacdo qualitativa houve desaparecimento da imagem radiolicida apical em
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90,3% dos casos. O fechamento apical foi avaliado como incompleto em 47,2% e o completo
fechamento apical foi identificado em 19,4% dos casos. Na avaliagdo quantitativa houve
mudancga no comprimento da raiz variando de -2,7% a 25,3% e mudanc¢a na espessura da
dentina radicular de -1,9% a 72,6%. O estudo concluiu que apesar do programa utilizado
controlar mudancas de angulagdo, nem todos os casos podem utilizar essa ferramenta por
sobreposicao de imagem da juncdo amelocementéria e da erup¢do de outros elementos e que a
descoloracdo coronaria foi uma consequéncia comum, com perda estética em 10 dos 16 casos,
mesmo substituindo a minociclina pela amoxicilina.

Dettwiler et al. (2016) avaliou com Vita Easyshade compact a alteracdo de cor de
produtos odontoldgicos por 12 meses em cavidades cilindricas realizadas em 330 blocos
compostos de esmalte e dentina bovinos distribuidos em 22 grupos. O estudo concluiu que
houve alteracdo de cor no cimento de Portland associado ao 6xido de bismuto (H-MED
BiOx), a pasta triantibidtica modificada com cefuroxime (M-TreVitaMix) e a pasta
biantibiética (N-BiMix).

Kahler, Rossi-Fedele (2016) realizaram uma revisdo sistematica dos casos publicados
para determinar a incidéncia de descoloracdo reportados nos casos de revascularizacao pulpar
e examinar se houve a associacdo de algum material em particular relacionado a isso. Eles
revisaram 80 estudos e 379 dentes e concluiram que houve uma forte associacdo entre
descoloracdo coronéria e pasta triantibiotica utilizando minociclina, entretanto descoloracao
também foi observada quando outros materiais foram utilizados. MTA também foi associado
com a pigmentacdo coronaria, contudo ainda ha pouca evidencia de um material superior a ele
que possa ser utilizado como alternativa como barreira entre o codgulo e a coroa.

Porter et al. (2016) avaliaram pastas triantibidticas utilizando minociclina ou
doxiciclina e 4 concentragdes de minociclina e doxiciclina separadamente, com grupo sem
antibiotico e grupo sem tratamento servindo como controle da mudanga de colora¢do. A
coloracdo foi mensurada de acordo com o CIELAB ap6s 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias e com as
diferencas sendo expressas por meio do AE*. Microscopia eletronica de varredura e
Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia também foram realizadas nas amostras
apos o tratamento. Apos o primeiro dia ocorreu uma descoloragdo severa nas amostras. Ao
final do experimento o antibiotico obliterou totalmente ou parcialmente os tubulos
dentinarios. A presenca de minociclina resultou em uma maior diferenca de cor do que a
promovida pela doxiciclina.

Mozynska et al. (2017) realizaram uma revisao sistematica de estudos in vitro sobre

descoloracdo coronaria induzida por diferentes cimentos a base de silicato de célcio. O
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resultado da revisdo indicou que alguns materiais mostraram forte potencial de pigmentacéo
incluindo MTA cinza e branco, ProRoot MTA cinza e branco e Ortho MTA, enquanto outros
materiais mostraram somente mudancas suaves na coloracao.

Alternativas para diminuir a alteracdo da coloracdo dentaria: Reynolds, Johnson.
Cohenca (2009) fizeram um relato de caso de revascularizacdo utilizando uma técnica para
evitar a descoloracdo causada pela pasta triantibidtica em 2 dentes na mesma paciente. O
protocolo de revascularizacdo foi realizado com hipoclorito de sodio a 6%, solucdo salina e
irrigacao final com clorexidina a 2% e a pasta triantibiotica teve a concentracdo de 250mg de
cada antibidtico, utilizando como veiculo agua esterilizada. Para evitar o contato da pasta
triantibidtica com as paredes dentinarias foi feito o condicionamento do dente com ataque
acido com acido fosférico e sistema adesivo, entdo um Projetor de Canal Radicular com a
espessura de uma lima K 20 foi inserido dentro do canal para manter paténcia e 0 espaco entre
0 projetor e a dentina foi inserida uma resina flow e fotopolimerizada, para que apos esse
selamento dos tubulos dentindrios houvesse a aplicacdo da pasta triantibidtica. Apos
acompanhamento de 18 meses 0s dentes apresentaram sucesso clinico e radiografico, com um
dos dentes ndo apresentando mudanca de coloracdo visivel fotograficamente e o outro
elemento apresentando um acinzentamento cervical que segundo os autores se deve ao uso do
MTA cinza.

Kim et al. (2010) realizaram um relato de caso sobre o0 uso da pasta triantibidtica para
revascularizacdo, o escurecimento causado apds seis semanas e a tentativa de clareamento do
elemento e um estudo in vitro em relacdo ao agente causador do escurecimento e uma
alternativa para diminuir essa perda estética. No relato de caso o protocolo de clareamento
interno melhorou a perda estética, mas ndo de fazer o escurecimento do terco cervical
desaparecer. O estudo in vitro em relagdo a substancia que causa a descoloragdo dentinaria
avaliou cada substancia componente da pasta em um fragmento dentario e constatou que a
minociclina é a substancia responsavel. A partir disso outro estudo in vitro foi realizado
utilizando sistema adesivo nos fragmentos dentarios para prevenir ou reduzir a descoloragéo e
0 grau de descoloracdo foi avaliado usando um colorimetro. A conclusdo foi que o sistema
adesivo reduziu a intensidade da descoloragdo, mas nao foi capaz de preveni-la.

Sistema adesivo: Dieng-Sarr et al. (2011) utilizaram analise termogravimetrica e
infravermelha, aléem de comparacdo com &cido latico e &cido fosforico na quelacédo de calcio
com objetivo de analisar a for¢a do &cido e sua concentracdo em quatro sistemas adesivos
autocondicionantes e testar se o conceito de adesdo/descalcificacdo funciona da mesma

maneira para todos os produtos. Os sistemas adesivos autocondicionantes foram dissolvidos
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em um solvente de &gua-etanol a 50% e reagidos com apatita biolégica na forma de pé de
dentina para quantificar a liberacdo de célcio e estudar os produtos da reacdo em relagdo a
funcdo de forca do acido e da concentracdo. A conclusdo do estudo foi que adesivos
autocondicionantes podem ser diferenciados e classificados em dois tipos: Acidos fracos,
como o OptiBond All-in-one, se ligam a fase mineral e liberam pouco célcio, enquanto acidos
fortes se aderem aos ions célcios, desmineralizando mais e tendem a apresentar falha de unido
dos tecidos duros da dentina por formarem mais sais de calcio soluveis.

Giachetti et al. (2011) compararam um sistema adesivo de dois passos e um sistema
adesivo autocondicionante de um passo avaliando a influéncia da experiéncia clinica na forga
de adesdo. Estudantes do segundo ano aplicaram o sistema adesivo em uma metade da
amostra, enquanto dentistas com experiéncia em dentistica aplicaram o mesmo adesivo na
outra metade da amostra. Apo6s isso uma resina composta foi aplicada por cima e 0s
espécimes sofreram termociclagem para testar a forca de adesdo. A forgca de adesdo dos
adesivos autocondicionantes foi similar entre o grupo dos estudantes e dos especialistas,
enquanto que o adesivo de dois passos mostrou melhor resultado com a aplicagdo do grupo
dos especialistas.

Fu et al. (2017) avaliaram a influéncia de diferentes duractes de jato de ar na
microtensdo da forca de unido de cinco sistemas adesivos de passo Unico a dentina. Eles
utilizaram 105 molares sem carie e aplicaram o adesivo conforme as instruc@es do fabricante
e aplicaram jato de ar a 0, 5, 15 ou 30 segundos antes de fotopolimerizar. A forca de adesao
foi determinada apOs as amostras ficarem 24h armazenadas em agua por meio do teste de
resisténcia a microtensdo. O padrédo de fratura na superficie dentinaria, assim como a interface
resina-dentina foram analisados por microscopia eletronica de varredura. O resultado revelou
0 efeito do tempo de duragéo do jato de ar na forca de adesdo dos materiais a dentina.
OptiBond All-in-one (76.34+£19.15MPa), o sistema adesivo usado em nosso estudo, obteve a
maior forca de adesdo dos cinco sistemas adesivos de passo unico testados ao ser submetido a
jato de ar por 15 segundos e foi estatisticamente diferente em relacdo aos dois Ultimos
adesivos em desempenho.

Apicificacdo utilizando MTA como tratamento para dentes imaturos necrosados:
Shabahang et al. (1999) compararam a eficiéncia da proteina osteogénica-1, MTA e hidroxido
de célcio na formacdo de barreira apical em raizes com &pice aberto de cachorros. Apds
inducdo de lesdes periapicais ao deixar os dentes despolpados expostos a cavidade oral por 14
dias, os canais foram instrumentados e hidroxido de célcio foi colocado para descontaminar o

canal por 1 semana. Apds remocédo do hidréxido de célcio os canais receberam um dos trés
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materiais supracitados e depois de 12 semanas 0s animais sofreram eutanésia e os elementos
sofreram avaliacdo histomorfoldgica. O estudo concluiu que o MTA promoveu uma barreira
apical mais rigida e que o grau de inflamacao néo foi diferente entre os grupos.

Holden et al. (2008) analisaram os resultados clinicos do ProRoot MTA de forma
retrospectiva em 20 dentes com 4&pice aberto, obtendo cicatrizagdo e auséncia de sinais
clinicos em 85% (17 dentes) dos casos. Indicando a utilizagdo do material para uso em
apicificacao.

Witherspoon et al. (2008) realizaram um estudo retrospectivo de 78 elementos
dentérios anteriores e posteriores necrosados de &pice aberto de pacientes atendidos entre
1999 e 2006, analisando o resultado do tratamento de apicificagéo realizado com MTA. A
média do tempo de proservacao foi de 19,4 meses e 76,6% dos dentes em que a apicificacdo
foi realizada em 1 visita e 74,2% em que o tratamento foi realizado em 2 sessdes
apresentaram total inducdo de tecido mineralizado na regido periapical e auséncia de
sintomatologia.

Mente et al. (2009) realizaram um estudo retrospectivo avaliando os resultados de
apicificacdo com MTA em dentes de apice aberto. Cinquenta e seis dentes apresentando
reabsorcao apical externa ou apice excessivamente aberto foram tratados entre 2000 e 2006,
com proservacdo em média de 30,9 meses e 78% dos elementos que antes possuiam leséo
periapical, apresentaram completa mineralizacdo tecidual do local, sendo, portanto,
recomendado o seu uso para apicificacdo.

Revascularizacdo em dentes imaturos necrosados: Jung, Lee, Hargreaves (2008)
fizeram uma série de relato de casos de 4 dentes permanentes com necrose pulpar e
periodontite periapical com formacdo radicular incompleta que foram submetidos a
revascularizacdo utilizando hipoclorito de sodio e pasta triantibiotica. Apoés 1 a 5 anos de
acompanhamento 0s pacientes estavam assintomaticos, sem evidéncias de periodontite apical
e 0 exame radiografico mostrava aumento da espessura das paredes dentinarias, fechamento
apical e aumento do tamanho radicular.

Shah et al. (2008) realizaram um estudo clinico piloto avaliando a eficiéncia do
procedimento de revascularizacdo em 14 casos de dentes necrosados com rizogénese
incompleta utilizando hipoclorito de sodio a 2,5%, agua oxigenada a 3% e formocresol. Os
pacientes retornaram a cada 3 meses para acompanhamento e a proservacao teve duracdo de
0,5 a 3,5 anos. Os resultados foram considerados favoraveis, pois 78% dos casos ndo

apresentavam radiolucidez apical, nenhum paciente apresentou sintomatologia dolorosa ou
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fistula, 57% dos casos apresentou aumento da espessura das paredes dentinarias e 71%
apresentaram crescimento radicular.

Trope (2008) realizou uma compilacdo de conhecimento sobre o potencial de salvar ou
de regenerar a polpa como procedimento odontolégico de rotina e uma adaptacdo do
protocolo de confeccdo da pasta 3Mix, em que é usado Ciprofloxacina 200mg, Metronidazol
500mg, Minociclina 100mg e como veiculo tem propilenoglicol e macrogol, com sugestao de
uso de duas consisténcias: 1:5 (Veiculo:3Mix) para consisténcia cremosa e 1:7 (mistura
padrdo).

Bose, Nummikoski, Hargreaves (2009) fizeram um estudo retrospectivo utilizando
radiografias de casos de revascularizagdo pulpar, tendo como grupo controle radiografias de
grupos que sofreram apicificacdo para avaliar o crescimento radicular e espessamento das
paredes dentinarias e a influéncia da substancia utilizada. As radiografias iniciais foram
comparadas com as radiografias de proservacdo de casos de revascularizacao utilizando pasta
triantibiotica, hidroxido de calcio e formocresol, para avaliacdo dos critérios supracitados,
comparando 0s grupos entre si e com o grupo controle. Eles concluiram que a pasta
triantibidtica e o hidréxido de célcio promoveram crescimento radicular em relacdo ao grupo
controle e que o espessamento da parede radicular foi maior quando utilizada a pasta
triantibiotica em relacdo ao hidroxido de calcio e ao formocresol.

Ding et al. (2009) avaliaram o efeito da revascularizacdo pulpar em pacientes com
dentes necrosados com formacédo radicular incompleta seguindo o protocolo de hipoclorito de
sodio a 5,25% e utilizacdo da pasta triantibidtica por 1 semana. Apds 15 meses o0s 3 dentes do
estudo apresentaram formacdo radicular completa e resposta positiva ao teste de vitalidade
pulpar.

Nosrat, Seifi, Asgary (2011) fizeram um relato de caso de dois primeiros molares
inferiores necrosados com apice aberto, de um paciente de 9 anos e uma paciente de 8 anos
usando hipoclorito de sédio a 5,25% e pasta triantibiotica por 3 semanas na consisténcia
pastosa e usando como veiculo solucdo salina. A mistura enriquecida por calcio (CEM) foi
utilizada substituindo o MTA pela caracteristica da superficie ser igual a da dentina. Os dois
casos apresentaram sucesso clinico, com crescimento radicular e aumento da espessura das
paredes dentinérias, radiografico e cura de todos os sintomas.

Garcia-Godoy, Murray (2012) realizaram uma revisdo da literatura e sugeriram
diretrizes em relacéo a sele¢do do caso, uso de anestésico e substancias a serem utilizadas. A
conclusdo da revisdo é que ainda ndo ha evidéncias a longo prazo que embasem a

recomendacéo da revascularizacdo pulpar.
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Diogenes et al. (2014) realizaram uma revisao sobre os avangos recentes de pesquisas
translacionais em relacdo a desinfecgdo nos casos de regeneragdo endodontica e descreveram
um protocolo a ser seguido. O estudo concluiu que mais estudos sobre desinfeccao e criacdo
de um ambiente propicio para crescimento celular sdo necessarios.

Conde et al. (2017) realizaram uma revisdo avaliando a literatura sobre dentes
permanentes necrosados que foram submetidos ao tratamento de revascularizagdo e chegaram
a conclusdo que: O tempo de acompanhamento dos casos nos estudos é em media de 17,6
meses, que a concentracdo do hipoclorito de sodio varia entre 0,5 a 6% e que foi a substancia
utilizada em quase todos os casos, a falha do procedimento foi relacionada principalmente a
recontaminagdo do canal radicular e a maioria dos casos apresentou um aumento no
comprimento da raiz e nas paredes dentinarias. Entretanto a maioria dos dados € proveniente
de relato de casos e estudos clinicos comparando o procedimento de revascularizacdo com a
apicificacdo sdo necessarios e deficientes na literatura disponivel para revis&o.

Mecanismo de formagdo do biofilme e interacdo com a dentina humana: Love (2001)
buscou identificar o mecanismo que explicaria 0 mecanismo de sobrevivéncia e crescimento
do E. faecalis em tubos dentinarios, sendo possivel a recontaminacdo de canais radiculares
obturados. E. faecalis JH2-2 foram cultivados em meio Brain heart infusion contendo
quantidades variadas de soro sanguineo humano por 56 dias. A habilidade de invadir dentina e
se ligar ao colégeno tipo I na presenca de soro humano foi avaliada por meio de experimentos
de invasdo dentinaria e placa de microtitulacdo. O resultado encontrado é que o fator de
viruléncia do E.faecalis pode estar relacionado a habilidade das células se manterem capazes
de invadir os tabulos dentinérios e aderir ao colageno em presenca de soro humano.

Jefferson (2004) discutiu os dados presentes na literatura referentes a genética
molecular da formac&o de biofilme de diversas espécies e a motivacdo que leva essas espécies
de realizar a transi¢cdo de um crescimento planctnico para um crescimento séssil no corpo
humano. A conclusdo do estudo foram quatro potenciais incentivos: defesa, colonizacao,
beneficios na cooperacdo, biofilmes sdo o padrdo de crescimento do biofilme e culturas
planctdnicas s6 ocorrem in vitro.

Kishen, George, Kumar (2006) investigaram a interacdo entre o E.faecalis e a dentina
presente no canal radicular. No grupo 1 as amostras foram incubadas com E.faecalis por
periodos de 2, 4 e 6 semanas e a composi¢do quimica do biofilme foi determinada usando
difracdo de raio-x e espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier e os
sedimentos formados pela interagdo da bactéria com a dentina também foram examinados

pela espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier e microscopia eletronica de
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varredura. Ja as espécies do grupo 2 foram incubadas por 6 semanas e a topografia e
ultraestrutura do biofilme foram examinados utilizando a microscopia eletronica de varredura,
microscopia de luz e microscopia confocal de varredura a laser. A conclusdo que o estudo
chegou foi que a habilidade do E. faecalis de induzir um biofilme t&o calcificado na dentina
do canal radicular pode ser o fator que contribui para sua persisténcia apds o tratamento
endodontico.

Liu et al. (2010) investigaram a capacidade de formacdo do biofilme do E. faecalis
(ATCC) 29212 em diferentes fases de crescimento na dentina humana e em blocos de
poliestireno, usando como metodologia a microscopia eletronica de varredura e placa de
microtitulacdo. A susceptibilidade do biofilme ao hipoclorito de sédio a 5,25% também foi
avaliada por meio de plagueamento e contagem de unidades formadoras de coldnia. O estudo
teve como resultado que células no estagio de inanicao foram capazes de formar biofilme na
dentina com eficiéncia reduzida em comparacdo com células nas fases exponencial e
estaciondrias. O crescimento de biofilme em dentina também possuia mais células que o
crescimento em poliestireno. Os biofilmes das células em inanicdo foram mais resistentes ao
hipoclorito de sddio a 5,25% do que as em fase estacionaria e o impacto do hipoclorito nelas
também diminuiu a medida que o biofilme amadurecia.

Acdo antibacteriana da medicacdo antibidtica: Sato et al. (1993) avaliaram a eficacia
da mistura de ciprofloxacina, metronidazol e um terceiro antibiético (amoxicilina, cefaclor,
cefroxadina, fosfomicina ou rokitamicina) contra patégenos de lesbes cariosas e polpas
infectadas de dentes deciduos. O resultado foi que as novas combinacdes de drogas em
concentracdo de 100ug/ml foram capazes de inibir o crescimento de bactérias em placas de
cultura. Eles também testaram a combinacéo ciprofloxacina, metronidazol e cefaclor in situ
colocando os antibidticos em cima de dentes extraidos partidos ao meio de um dia para o
outro e nenhuma bactéria foi recuperada.

Hoshino et al. (1996) utilizaram ciprofloxacina, metronidazol e minociclina
separadamente e combinadas para testar a eficiéncia antibiotica em amostras infectadas por
bactérias provenientes de polpas necrosadas utilizando placas de BHI-a4gar sangue. Quando
usadas em combinagdo na concentracdo de 25 pg/ml a pasta triantibidtica eliminava
totalmente as bactérias, enquanto mesmo em maiores concentracdes, cada antibidtico
individualmente ndo possuia a capacidade de eliminar completamente a viabilidade
bacteriana.

Skucaite et al. (2010) avaliaram a suscetibilidade de patégenos predominantes na

endodontia isolados de dentes sintomaticos com periodontite apical aos antibioticos
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comumente prescritos. Amostras microbianas de 47 casos de infeccdo priméaria e 11 casos de
infeccdo secundéria, foram retiradas do canal radicular, em 35 casos, ou de aspiracdo do
abscesso apical, em 23 casos. Meio de cultura foi utilizado para identificar as bactérias
presentes nas amostras e a suscetibilidade antibiotica foi avaliada com Etest. Na infeccéo
primaria as principais bactérias encontradas foram Streptococci e anaerdbios estritos, ja na
infeccdo secundaria a bactéria predominante foi o E. faecalis. Todas as bactérias foram
altamente sensiveis a penicilina G, amoxicilina e ampicilina, entretanto somente 73,8% das
amostras foram suscetiveis a clindamicina, 54.7% a eritromicina e 60% a tetraciclina. Mais de
50% dos anaerdbios foram resistentes ao metronidazol e todas as amostras de E. faecalis
isoladas foram resistentes a clindamicina.

Gomes et al. (2011) analisaram a suscetibilidade antimicrobiana de bactérias
anaerdbias isoladas de infeccdes endoddnticas primarias no Brasil durante 9 anos. Além disso,
analisaram se ao longo desse periodo de tempo houve algum padrdo de desenvolvimento de
resisténcia a alguns dos antibidticos frequentemente prescritos em endodontia. Amostras
foram colhidas de canais radiculares e identificadas por cultura. A suscetibilidade das
bactérias foi determinada pela concentracdo inibitéria minima da amoxicilina, amoxicilina +
clavulanato, benzilpenicilina, clindamicina, eritromicina e metronidazol utilizando o Etest. A
pesquisa teve como resultado que amoxicilina e amoxicilina + clavulanato foram efetivas na
maioria das espécies nos diferentes periodos de estudo. Houve pouca diferenca estatistica em
relacdo a suscetibilidade bacteriana ao longo do periodo avaliado. Entretanto, é possivel
observar um aumento na resisténcia de bactérias anaerdbias a penicilina G e clindamicina. A
resisténcia a eritromicina foi observada em todas as espécies.

McTigue, Subramanian, Kumar (2013) realizaram uma série de relatos de casos
clinicos em que usaram pasta triantibidtica com MTA cinza, pasta triantibiotica modificada
com clindamicina e MTA cinza e pasta triantibidtica modificada com clindamicina e MTA
branco. Os casos tiveram acompanhamento em relacdo ao sucesso de descontaminacao e de
alteracdo de coloragdo coronaria. Em 32 casos, 10 foram tratados com pasta 3Mix e MTA
cinza e 7 apresentaram mudanca de coloracdo, j& 22 casos foram tratados com pasta
triantibiotica modificada com clindamicina e MTA branco e 7 apresentaram mudanca de
coloragdo. A presenta de lesdo periapical s6 permaneceu em 1 caso, fechamento do apice
ocorreu em 23 casos e espessamento das paredes dentinarias aconteceram em 22 casos.

Ordinola-Zapata et al. (2013) testaram o efeito antibacteriano da pasta triantibidtica,
clorexidina gel a 2% e hidroxido de célcio utilizando quarenta e cinco dentes bovinos

contaminados oralmente para colonizacdo da dentina por biofilme por meio de um aparelho
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ortodontico removivel. As amostras foram tratadas com medicacdo por 7 dias e foram
avaliadas imediatamente ap0s a eliminacdo da medicacéo e apds incubacdo em meio BHI por
24h utilizando microscopia confocal de varredura e a técnica Live/Dead para obter a
porcentagem de células vivas. O resultado antibacteriano mais efetivo foi obtido pela pasta
triantibiotica, que foi utilizado 250mg de ciprofloxacina, 250mg de metronidazol, 100mg de
minociclina misturados ao propileno glicol numa propor¢do de aproximadamente 7:4
po/propilenoglicol para obter uma consisténcia pastosa, em comparagdo com 0S outros
medicamentos e grupo controle.

Sabrah, Yassen, Gregory (2013) avaliaram a concentra¢do inibitéria minima (CIM), a
concentracdo bactericida minima (CBM) e concentracdo inibitéria de biofilme minima
(CIBM) da pasta triantibidtica, biantibiotica e do hidroxido de célcio em relacdo ao E.faecalis
utilizando uma placa de microtitulacdo. Diferentes diluicdes das substancias foram utilizadas
na bactéria, variando da proporcdo de 1:10 até 1:64,000 e a turbidez das culturas bacterianas
na placa de microtitulacdo foram avaliadas por densidade Otica a 490nm utilizando um
espectrofotbmetro. Tiveram como resultado que as pastas antibioticas foram mais efetivas que
Ca(OH)2 contra E. faecalis e que a pasta biantibidtica € uma substancia efetiva e comparavel a
pasta triantibiotica, podendo ser usada como sua substituta.

Algarni, Yassen, Gregory (2015) analisaram longitudinalmente o efeito inibitorio de
géis a base de metilcelulose contendo 1mg/ml de pasta triantibidtica modificada com
clindamicina e pasta biantibidtica contra biofilme de E. faecalis. A cultura do biofilme foi
feita individualmente e seu crescimento ocorreu em placas de microtitulacdo de 96 pogos por
48h. Apos esse periodo de tempo o biofilme foi tratado com as duas medicacGes supracitadas
e placebo e suas a¢des foram avaliadas imediatamente, apds 1 més e ap6s 3 meses e ambas as
substancias reduziram significativamente a formagdo de biofilme em todos os periodos de
tempo avaliados.

Carbajal Mejia; Aguilar Arrieta (2016) avaliaram a viabilidade de E. faecalis [ATCC]
29212 em amostras de dente humano ap6s 14 dias de colocacao das medicagdes intracanal. As
amostras dentinarias foram coletadas e coradas pela técnica Live/Dead para obter a
porcentagem de células viaveis por meio da microscopia de fluorescéncia. A pasta
triantibidtica, composta por 500 mg de ciprofloxacina, 500mg de metronidazol, 100 mg de
minociclina e veiculo propilenoglicol foram misturados para obter uma consisténcia pastosa
com proporcdo aproximada de 7:4 de po/propilenoglicol, reduziu significativamente a
viabilidade de E.faecalis comparando a clorexidina gel a 2% e ao hidroxido de calcio.
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Devaraj, Jagannathan, Neelakantan (2016) realizaram um estudo com microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM) testando a atividade antimicrobiana de medicamentos
intracanal na luz do canal e dentro de tabulos dentinarios em duas profundidades contra E.
faecalis [ATCC] 29212. A irrigacdo foi feita com hipoclorito de sodio a 3% por 15 minutos e
as pastas antibidticas tiveram propor¢do de 1mg/ml, com o veiculo sendo agua estéril. O
biofilme da luz do canal foi completamente rompido quando a pasta 3MIX foi utilizada, o que
ndo foi alcancado com o uso da pasta biantibiotica, clorexidina a 2% em gel e com o
hidroxido de célcio em gel. A porcentagem de células mortas dentro dos tubulos dentinarios
em duas profundidades também foi maior quando a pasta 3MIX foi utilizada em comparacao
com a pasta biantibiotica, a clorexidina em gel e 0 Ca(OH)>.

Atividade citotoxica das medicacdes antibidticas: Ruparel et al. (2012) pesquisaram 0
efeito apds 3 dias da pasta triantibiotica, biantibiotica, triantibidtica modificada por cefaclor, e
do hidréxido de célcio em vérias concentragdes, variando de 100 mg/mL a 0,01 mg/mL, nas
celulas-tronco da papila apical utilizando a técnica de exclusdo por typan blue. Como
resultado a citotoxicidade foi dependente da concentracdo, ou seja, quanto maior a
concentracdo, menor a sobrevivéncia e proliferacdo celular.

Chuensombat et al. (2013) determinaram a citotoxicidade e efeito antibacteriano da
pasta 3Mix e de cada antibi6tico componente da pasta 3Mix. Para o teste de citotoxicidade
células da polpa dental humana e células da papila apical foram expostas a pasta 3Mix ou aos
componentes dela individualmente usando concentracdes de 0.024, 0.097, 0.39, 1.56, 6.25,
and 25.00 pg/mL por 1, 3, 5 e 7 dias. A viabilidade celular foi determinada por meio do um
teste de microcultura na presenca de metil tetrazélio (MTT) e o teste antibacteriano foi
realizado utilizando bacterias isoladas de dentes necrosados e contando as bactérias
sobreviventes no agar sangue apds elas serem expostas a pasta 3Mix e aos antibiéticos
individualmente em concentragdes de 25.00 pg/mL e 0.39 pg/mL. A menor concentragdo foi a
que promoveu maior viabilidade celular e 3Mix a 0.39 ug/mL por 7 dias foi capaz de
promover mais de 90% de viabilidade celular, mas ndo foi capaz de erradicar todas as
bactérias, o que foi possivel na concentragdo de 25.00 pg/mL. Somente o metronidazol foi
ndo-toxico e a pasta 3Mix gerou mais citotoxicidade do que os antibidticos individualmente,
além disso a citotoxicidade aumentou de acordo com a concentracao e o tempo de uso.

Althumairy, Teixeira, Diogenes (2014) fizeram discos de dentina com o didmetro do
canal padronizado em 3,2mm e colocaram os discos em contato com pasta triantibidtica ou
biantibidtica em concentra¢fes de 1mg/ml ou 1000mg/ml por 7 ou 28 dias. Ap6s a medicacao

ser removida, as amostras foram colocadas em meio de cultura por 7 dias e tiveram sua
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viabilidade celular determinada usando o ensaio de bioluminescéncia CellTiter-Glo. As
células que foram expostas a concentracdo clinicamente mais usada da medicagdo antibiotica
(1000mg/ml) nédo sobreviveram a essa exposicao. Ja a concentracdo de 1mg/ml fez com que
as ceélulas permanecessem viaveis.

Labban et al. (2014) avaliaram os efeitos do hidroxido de calcio, pasta triantibidtica e
pasta biantibiotica na sobrevivéncia das células da polpa dentaria humana utilizando
concentragdes de 0,3; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 e 5mg/ml por 3 dias. A citotoxicidade foi avaliada
pelo Ensaio de Lactato Desidrogenase (LDH) e a proliferacdo celular foi aferida pelo ensaio
de viabilidade celular (WST-1). Como resultado somente a concentragdo de 5mg/ml de
Ca(OH)2 e de pasta triantibi6tica causaram citotoxicidade, enquanto a pasta biantibidtica
causou citotoxicidade nas concentracdes 0,5; 1; 2,5 e 5mg/ml, ja em relacdo a proliferacdo
celular a concentracdo ideal foi de 0,3 para a pasta biantibidtica, 2 para a pasta triantibiotica e
2,5 para o hidroxido de célcio.

Sabrah et al. (2015) investigaram qual a concentracdo necessaria para ter um bom
efeito antibacteriano em E. faecalis sem citotoxicidade usando vérias diluicdes da pasta
triantibidtica e biantibidtica (0,125; 0,25; 0,5; 1 e 10 mg/ml) na sobrevivéncia das células da
polpa dentaria humana. Apo6s 3 dias da colocacgdo da pasta, foram utilizados o ensaio LDH e o
ensaio de viabilidade celular (WST-1) e contagem das unidades formadoras de col6nia
(UFC/ml). Os resultados apresentados no ensaio LDH foram que a pasta triantibiética €
antibacteriana sem efeito citotoxico na concentracdo de 0,25 e 0,125mg/ml, enquanto a pasta
biantibidtica é antibacteriana sem efeito citotoxico nas concentra¢bes de 0,125; 0,25; 0,5
mg/ml, ja o ensaio WST-1 concluiu que somente a concentracdo de 0,125mg/ml em ambas as
pastas ndo reduziram a viabilidade celular. Todas as concentracdes diminuiram as UFC/ml
bacterianas.

Veiculos utilizados na medicagdo antibiotica: Cruz et al. (2002) avaliaram a
penetracdo de propilenoglicol na dentina radicular. O corante vermelho safranina O foi
misturado ao propilenoglicol e a dgua destilada que foram colocados nos canais radiculares
com ou sem smear layer artificial. A difusdo do corante através dos tubulos dentinarios foi
aferida por um espectrofotdbmetro e o0 tempo para que o corante saisse pelo forame apical
utilizando as duas substancias também foi determinado. As areas e extensdo da penetracdo do
corante nas superficies divididas das raizes também foram avaliadas usando Adobe Photoshop
e NIH Image Software. O resultado do estudo foi que o propilenoglicol permitiu uma maior
penetrabilidade do corante em relacdo a area e profundidade, assim como teve a saida mais
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répida pelo forame apical (P < 0.0001) e a presenca de smear layer fez com que levasse mais
tempo para o corante penetrar na dentina.

Gomes-Filho et al. (2012) tiveram como objetivo avaliar a resposta do tecido
subcutaneo do rato a tubos de polietileno preenchidos com pasta triantibiotica, hidroxido de
calcio, propilenoglicol e macrogol. Em um grupo de trinta ratos colocaram um tubo contendo
pasta triantibiotica, outro contendo hidroxido de célcio e um tubo vazio como controle. Em
outro grupo contendo trinta ratos foram testados os veiculos: um tubo recebeu
propilenoglicol, outro recebeu macrogol e uma cirurgia placebo foi feita como controle. Apos
7, 15, 30, 60 e 90 dias, 12 animais sofreram eutanasia e os tubos e tecidos circundantes foram
removidos e analisados histologicamente usando glicol metacrilato e corados com
hematoxilina eosina. A numeracdo histoldgica atribuida foi de 0 a 3 dependendo do contetdo
das células inflamatdrias. A capsula fibrosa foi considerada fina ou grossa, a necrose e a
calcificacdo foram classificadas em presente ou ausente. O resultado apresentado foi que as
duas medicag6es induziram reagdes inflamatorias moderadas a 7 e 15 dias, mas essas reaces
foram semelhantes ao do grupo controle (P > 0,05) e a intensidade diminuiu para leve do dia
30 em diante (P > 0,05). O estudo também concluiu que os veiculos ndo interferem com a
reacdo causada pelos medicamentos.

Proliferacdo celular e efeitos da minociclina: Ramamurthy et al. (2002) testaram seis
diferentes tipos de tetraciclina para prevenir reabsor¢do 6ssea no tecido periodontal, que é
dependente de metaloproteinase de matriz, em um modelo animal de periodontite. Para isso
ratos adultos foram usados e Escherichia coli foi aplicada por meio de injec@es intragengivais
e foram destribuidos em grupos de acordo com o tratamento recebido. O tecido gengival foi
removido e testado para gelatinase e as mandibulas dos ratos foram processados na histologia
e na imunohistoquimica para citocinas: fator de necrose tumoral(TNF), interleucinas-1(IL-1),
IL-6 e Metaloproteinases de matriz 2 e 9. Todas as tetraciclinas testadas inibiram o colapso
periodontal, portanto a perda é6ssea modulada por metaloproteinase de matriz pode ser
prevenida pela utilizacdo de tetraciclinas.

Yao et al. (2007) examinaram os efeitos da doxiciclina e da minociclina no fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e na inducéo de migracao de célula muscular lisa de
aorta humana (HASMC), principalmente em relacdo aos mecanismos que essas substancias
utilizam para realizar a inibicdo da migracdo de HASMC, demonstrando que ambas
substancias possuem efeitos anti-angiogenicos na inibicdo de migracdo da HASMC por
diferentes transducdes de sinais. No caso da minociclina esse efeito é obtido ao atenuar a

atividade da metaloproteinase-9 da matriz induzida por VEGF. A citotoxicidade da
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minociclina e da doxiciclina foi determinada usando um teste de microcultura na presenca de
metil tetrazdlio (MTT), ja para detectar as atividades das MMP-2 e MMP-9 foram utilizados
zimogramas, que € uma técnica que permite detectar a atividade de uma determinada enzima
diretamente no gel onde se fez a separacdo eletroforética.

Galler et al. (2011) investigaram se o condicionamento da dentina tinha relagdo com a
resposta celular. As células-tronco da polpa foram cultivadas, transferidas para cilindros de
dentina e transplantadas em ratos imunocomprometidos de forma subcutdnea. Antes de
receberem as células, os cilindros de dentina foram preparados com hipoclorito de sédio ou
condicionados com EDTA. Os cilindros foram retirados apds 6 semanas e submetidos a
andlises histoldgicas e imunohistoquimica. A dentina tratada com NaOCI apresentou células
multinucleadas com atividade clastica que criaram areas de reabsorcdo na interface célula-
dentina. Ja apds uso do EDTA as células-tronco formaram uma associacdo intima com a
superficie dentinaria e se diferenciaram em células tipo odontoblasto que expressaram
sialoproteina dentinaria e estenderam o processo celular aos tubulos dentinarios. Um tecido
mole conectivo vascularizado similar ao da polpa dental foi observado dentro do cilindro de
dentina.

Lovelace et al. (2011) demonstraram que 0 passo de promover sangramento no interior
do canal radicular no processo de revascularizagdo desencadeia um acumulo de células-tronco
indiferenciadas, em que essas células podem contribuir para a regeneracdo dos tecidos
pulpares apds descontaminacdo do dente com rizogénese incompleta e necrose pulpar. Essa
descontaminacdo foi realizada usando NaOCl a 6% e pasta triantibidtica em consisténcia
pastosa, sendo o veiculo agua bidestilada estéril, por 1 més. Na segunda sessao 0 sangramento
intracanal foi estimulado e amostras do sangue foram coletadas por cones de papel e
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase da transcricdo reversa em tempo real e
imunocitoquimica para comparar 0S genes transcritos e proteinas encontradas nas amostras
aos niveis encontrados na circulacdo sisttmica. O resultado foi os marcadores de células-
tronco CD73 e CD105 foram comparaveis aos niveis encontrados no sangue sistémico. Esse
efeito se mostrou seletivo, por ndo haver mudangas na expressdo dos marcadores de
diferenciacdo ALK-P, DSPP, ZBTB16 e CD14. Anélise histoldgica demonstraram que as
células expressaram CD105 e STRO-1, que sdo marcadores de células-tronco mesenquimais,
portanto o sangramento provocado pode contribuir para a regeneragéo pulpar.

Kim et al. (2015) estudaram em dentina radicular o efeito do tratamento de duas
concentragOes de pasta biantibidtica e do uso de EDTA a 17% na adesdo e proliferacdo das

células-tronco da polpa. Os grupos foram tratados na concentra¢do de 500mg/ml ou 1mg/ml
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com ou sem EDTA. As células foram cultivadas na dentina e o ensaio de Lactato
Desidrogenase foi usado para calcular a quantidade de células ap6s 1 dia de incubacdo. O
ensaio de viabilidade celular WST-1 foi utilizado apo6s 3 dias do tratamento para verificar a
proliferacdo das células. O estudo concluiu que o uso de 1mg/ml seguido por 10 minutos de
irrigacdo com EDTA ndo teve efeitos negativos na adeséo e proliferacdo das celulas-tronco da
polpa.

Galler et al. (2016) avaliaram o efeito do condicionamento da dentina em relacéo a
migracdo, adesao e diferenciacdo das células-tronco da polpa. Os discos de dentina foram
utilizados e receberam um tratamento prévio usando EDTA 10%, NaOCI a 5,25% ou &gua. A
migracdo das células-tronco em dire¢do a dentina foi avaliada ap6s 24 e 48h com um ensaio
modificado de camara de Boyden. A adesdo celular foi avaliada indiretamente por meio da
viabilidade celular. Expressdo dos gens associados a mineralizacdo (COL1Al, ALP, BSP,
DSPP, RUNX2) em células cultivadas no tratamento prévio da dentina foi determinado por
RT-gPCR. O estudo concluiu que o EDTA promoveu adesdo, migracao e diferenciacédo das
células-tronco em direcdo ou dentro da dentina.

Relacdo entre EDTA e a liberacdo de fatores de crescimento: Tomson et al. (2007)
determinaram a composicao idnica metalica por meio de espectrometria de absorcdo atbmica
das seguintes substancias: MTA branco e cinza, hidroxido de célcio e EDTA a 10%. Os
componentes em pd da matriz extracelular da dentina foram extraidos usando todas as
solucdes por mais de 14 dias. Os extratos foram entdo analisados em busca de concentracao
de proteinas nao-colagenosas e glicosaminoglicanos. O perfil proteico foi examinado usando
eletroforese em gel de poliacrilamida. Para andlise do TGF-B1 ¢ adrenomedulina o teste
ELISA foi utilizado. O estudo detectou a presenca de ions de aluminio, célcio, potassio e
sodio no MTA branco e cinza. Embora MTA e hidroxido de célcio tenham liberarado
guantidades similares de proteinas ndo-colagenosas e glicosaminoglicanos, essa quantidade
foi considerada baixa tendo em vista a quantidade liberada com o uso do EDTA. O EDTA
também liberou uma maior quantidade de TGF-B1, enquanto hidroxido de céalcio e MTA
cinza liberaram mais adrenomedulina.

Pang et al. (2014) investigaram se o EDTA induzia a liberacdo de fatores de
crescimento. Células-tronco foram colocadas em discos de dentina tratados ou ndo com
EDTA. Apos 21 dias de cultura, as expressdes de genes de diferenciacdo foram investigadas
por PCR quantitativa em tempo real e a calcificacdo foi observada usando coloragédo com
vermelho de alizarina S. O resultado do estudo foi que a dentina tratada com EDTA

apresentou maior expressdo de sialofosfoproteinas dentinarias e proteina da matriz dentinéria
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1, enquanto as células-tronco cultivadas sem contato direto com a dentina tratada com EDTA
nao tiveram o mesmo resultado.

Galler et al. (2015) trataram discos de dentina com EDTA ou acido citrico e avaliaram
com ensaio de imunoabsorcdo enzimatica os fatores de crescimento. Apds isso, diferentes
substancias foram testadas em relacdo a liberacdo de TGF-B1 apds os discos serem
condicionados com EDTA. A conclusdo do estudo foi que o EDTA induz a liberagdo de
fatores de crescimento diretamente da dentina.

Hipoclorito de sodio: Zehnder (2006) realizou uma revisdo sobre o ambiente pulpar,
contaminacgdo intrarradicular, instrumentacdo do canal radicular, principios ideais da solucéo
irrigadora, escolha do irrigante principal, comparando clorexidina e hipoclorito de sédio,
substancias quelantes, sugestdo de protocolo de irrigacdo, aspectos técnicos da irrigacdo do
sistema de canais radiculares e visdo critica de outros protocolos de descontaminacao
comparando-0s com o padrdo ouro.

Retamozo et al. (2010) tiveram com objetivo determinar a concentracdo de hipoclorito
de sodio e o tempo de irrigacdo necessarios para descontaminar cilindros de dentina
contaminados com E.faecalis. Foram preparados 450 cilindros padronizados de dentina
bovina com luz do canal com 2 a 3mm e as amostras foram contaminadas com E.faecalis
(ATCC 4082) por 3 semanas em BHI. Os cilindros foram divididos de acordo com a
concentracéo a ser utilizada (1,3%, 2,5% ou 5,25%) e de acordo com o tempo de aplicagéo (5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos) e cada amostra foi colocada em um tubo com BHI e
incubada por 72h. Auséncia de turbidez demonstrou auséncia de crescimento bacteriano e
turbidez indicou a presenca de bactérias vidveis. O estudo concluiu que o protocolo de
irrigacdo mais efetivo foi a concentragdo de 5,25% a 40 minutos, enquanto as outras
concentracdes nesse mesmo tempo foram ineficazes na remocéo do E.faecalis.

Medicacgdo intracanal associado ao uso do hipoclorito de sddio: Windley et al. (2005)
avaliaram a eficacia do hipoclorito de sédio sozinho e combinado com o uso da pasta
triantibiotica, composta por metronidazol, ciprofloxacina e minociclina, na desinfecgdo de
dentes imaturos de cdes com periodontite apical. Foram realizadas coletas no inicio do
experimento (S1), apos a irrigacdo com hipoclorito de sodio a 1,25% (S2) e ap0s a utilizacéo
da pasta triantibiotica (S3). Em S1, 100% das amostras cultivadas foram positivas para as
bactérias. No S2, 10% das amostras de cultura eram livres de bactérias. Em S3, ao combinar a
acdo do hipoclorito de sédio com a pasta triantibidtica, houve uma reducdo bacteriana de
70%.
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Lana et al. (2009) testaram a efetividade do preparo quimico mecénico, de pastas de
hidréxido de célcio Calen e Calen com PMCC, associadas ao preparo quimico-mecéanico do
canal radicular por 7 e 14 dias em canais radiculares contaminados por Enterococcus faecalis.
Apds remocgdo das pastas os dentes foram inseridos em tubos de ensaio contendo o meio
Enterococcosel. Os resultados mostraram que a pasta Calen independentemente do tempo
mantido no canal radicular sé eliminou 70% dos enterococcos e Calen com PMCC eliminou
100% dos enterococcos apos 14 dias, esses resultados foram superiores ao preparo quimico-
mecanico sozinho e colocacdo da pasta Calen com PMCC por 7 dias, que ndo eliminaram a
viabilidade bacteriana.

Citotoxicidade dos irrigantes odontoldgicos: Trevino et al. (2011) estudaram se 0s
irrigantes utilizados em endodontia alteram a taxa de sobrevivéncia das células-tronco da
papila apical. A metodologia utilizada foi coletar células-tronco de terceiros molares imaturos
e selecionar uma subpopulacdo de células expressando STRO-1 que foram multiplicadas in
vitro. Raizes humanas padronizadas foram irrigadas com 1 dos 4 protocolos: EDTA a 17%,
NaOCI 6%/ EDTA 17%/ NaOCIl 6%, EDTA a 17%/Clorexidina a 2% ou NaOCI 6%/ EDTA
17%/ NaOCI 6%/alcool isopropilico/ Clorexidina a 2%. Células-tronco da papila apical com
STRO-1 foram misturadas com plasma rico em plaquetas, colocados na raiz e colocados em
meio de cultura por 21 dias. As raizes passaram por descalcificacdo, processadas para
imunohistoquimica e coradas para vimetina e TO-PRO-3. A proporcdo de células viaveis
(coradas por vimetina) foi calculada tendo como base a contagem celular total (TO-PRO-3) de
cada grupo. A irrigacdo com EDTA a 17% mostrou a melhor taxa de sobrevivéncia celular,
seguida por NaOCI 6%/ EDTA 17%/ NaOCIl 6% e os grupos que incluiram clorexidina nao
mostraram viabilidade celular.

Martin et al. (2014) testaram em ex vivo varias concentra¢cdes de NaOCI avaliando a
sobrevivéncia das células-tronco da papila apical e a expressdo da sialofosfoproteina
dentinaria. Os dentes humanos extraidos foram irrigados com NaOCI nas concentracdes de
0,5%, 1,5%, 3% e 6%, seguidos por irrigagdo com EDTA a 17% ou solucéo salina estéril. As
amostras foram colocadas em meio de cultura por 7 dias e as células viaveis foram
guantificadas utilizando um ensaio de bioluminescéncia. A expressdo da sialofosfoproteina
dentinaria foi avaliada quantitativamente usando PCR quantitativo em tempo real. O resultado
foi que altas concentragbes de NaOCI tem um efeito negativo profundo na sobrevivéncia e
diferenciacdo das células-tronco da papila apical e que a melhor combinag&o para o protocolo
de revascularizacdo pulpar foi o uso de NaOCl a 1,5% seguido de EDTA a 17%.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de diferentes formulagdes de medicacdes antibidticas em duas
diferentes consisténcias sobre o biofilme de E. faecalis formado em dentina humana e

verificar o aparecimento de alteracdo de cor da coroa dos elementos dentarios.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a acdo antimicrobiana de medicacbes antibidticas, em diferentes
formulacGes, com concentracdes baixas destes medicamentos, sobre biofilme de E. faecalis
em canais radiculares de dentes humanos;

2. Verificar se essas mesmas medicacdes antibioticas em duas diferentes consisténcias
(uma pastosa com o propilenoglicol como veiculo e uma sélida com o propilenoglicol e o
macrogol como veiculos) possuem diferenca na agdo antibacteriana;

3. Avaliar se as alteracdes na formulacao e na consisténcia das medicacdes antibioticas

interferem na alteracdo de cor da coroa do elemento dentério.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecdo dos espécimes

Foram selecionados dentes humanos, unirradiculares, com somente um canal
radicular, extraidos e armazenados no Biobanco de dentes da FO/UERJ. Os critérios de
selecdo utilizados foram: auséncia de anomalias, raizes completamente formadas, canais
radiculares sem tratamento endoddntico prévio e coroas higidas com auséncia de lesdes
cariosas e/ou restauragdes. Foram recebidos 80 dentes do Biobanco que foram analisados a
partir dos critérios descritos acima e verificados por exame clinico e radiografia periapical.
Destes, setenta elementos foram entdo selecionados, mantidos imersos em solucdo de timol a
0,1% por sete dias e utilizados em nosso estudo.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (CAAE: 65563417.9.0000.5259 / Numero do parecer:
1.983.949).

3.2 Preparo dos elementos dentarios

Setenta dentes unirradiculares foram acessados e ampliados até a saida foraminal ter o
diametro equivalente a uma lima K 50 (Dentsply Maillefer®, Ballaigues, Suica). Uma area de
afericdo coronaria foi demarcada primeiramente com lapis seguindo o contorno da ponta do
sensor do VITA Easyshade (Vita Wilcos, Brea, CA, EUA) em area plana e o mais préximo
possivel da cervical do dente e quatro pontos foram feitos com broca esférica diamantada
1012 (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) demarcando esse circulo para ser possivel avaliar a
mesma regido posteriormente (Figura 1.A). A smear layer das amostras foi removida por
imersdo primeiro em acido citrico a 6% de pH 4,0 (Milférmulas, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
agua destilada estéril e depois em em NaOCI a 2,5% (Milférmulas), durante quatro minutos
num banho ultrassonico (Cristéfoli Equipamentos de Biosseguranca, Campo Mour&o, Parand,
Brasil) e, em seguida, foram lavados em &gua esteril por um minuto. Os dentes tiveram toda a
superficie externa, corondria e radicular, sem obstruir a saida foraminal, impermeabilizada por

uma camada de cianoacrilato (Super Bonder® Instant Adhesive, Loctite Corp., Rocky Hill,
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CT, EUA) e uma camada de esmalte incolor (Impala, Mundial SA Produtos de Consumo,
Porto Alegre, RS, Brasil) (Figura 1.B), e antes de serem esterilizados, para posterior

contaminacdo, tiveram a sua coloracgdo coronaria aferida.

3.3 Afericao da coloracao coronaria

As mensuracfes de cor foram realizadas utilizando-se um espectrofotémetro digital
intraoral VITA Easyshade, com metodologia semelhante a utilizada por Akcay et al. (2014).
A fim de minimizar influéncias externas na determinacdo da cor os seguintes critérios foram
estabelecidos: todos os elementos foram fotografados e tiveram sua coloracdo aferida em um
mesmo ambiente, sob a mesma superficie, em um fundo branco, com a mesma iluminacéo,
foram mantidos em estufa a 37°C e passaram por afericdo de cor em triplicata, com o uso do
mesmo sensor digital de cor VITA Easyshade (Figura 1.C). O sensor foi posicionado na area
previamente demarcada, de tamanho proporcional ao sensor, para que a avaliagdo pos
insercdo do medicamento possa ser realizada no mesmo local, tendo sido recalibrado ap6s a
afericdo em triplicata de cinco amostras. Os elementos dentérios tiveram suas cores avaliadas
antes da colocacdo do antibidtico (Figura 1.D-E) e ap6s trés semanas da colocacdo das
medicacdes antibioticas (Figura 1.F-G).

O sistema de cor CIELAB foi o parametro utilizado para verificar a coloracdo das
amostras, em que L* corresponde ao valor de luminosidade, tendo a maxima de cem que
representa o branco e o minimo de zero, que representa o preto, a* é o valor da cor no eixo
vermelho-verde, em que o valor positivo indica uma tendéncia ao vermelho e negativo ao
verde, e b* é o valor da cor no eixo amarelo-azul, que se for positivo tende ao amarelo e
negativo ao azul. A mudanca de coloracdo (AE*) é calculada a partir da média dos valores
aferidos em triplicata de L*, a*, b* de cada amostra nos dois periodos de tempo e esses

valores foram submetidas a analise estatistica.
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Figura 1 - Procedimentos pré contaminacéo e processo de aferi¢do

Legenda: (A) Marcacdes para avaliacdo de coloracdo; (B) selamento externo do dente com esmalte; (C) Sensor
posicionado para afericdo da coloracdo; (D) Afericdo de coloracdo antes da pasta antibiotica; (E)
Amostra na foto inicial; (F) Afericdo da coloragdo apds 21 dias; (G) Amostra na foto final.

Fonte: O autor, 2017.
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3.4 Contaminacao da amostra

Antes de serem contaminados, os elementos dentérios foram inseridos em microtubos
tipo eppendorf (Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil) contendo solucdo salina e passaram pelo
processo de esterilizacdo em autoclave (Autoclave Vertical AV Plus, Phoenix Luferco,
Araraquara, SP, Brasil) a 121°C por 15 minutos. Um elemento dentério foi colocado em meio
BHI (Brain Heart Infusion, Difco, Detroit, MIl, EUA) e na estufa a 37°C por 48h para atestar
a eficécia da esterilizacdo (Figura 2.A). Apds esse processo, cada elemento foi colocado sob
pressdo em uma rolha de borracha estéril com um orificio no meio, na porc¢éo cervical da raiz
para que os elementos pudessem ficar verticalizados e acima da estante para microtubo em
que foram mantidos por 30 dias (Figura 2.B). Todos os procedimentos realizados com as
amostras apos esterilizagcdo foram feitos dentro de um fluxo laminar (Grupo Veco, Campinas,
SP, Brasil).

Uma cultura de E. faecalis obtida da American Type Culture Collection (ATCC
29212) foi utilizada para contaminar os canais radiculares. A suspensdo foi preparada
adicionando 1ml de cultura pura de E. faecalis cultivadas em BHI por 24h em estufa a 37°C
(Solab, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). A suspensdo bacteriana foi ajustada para o grau 0,5 da
escala de McFarland que corresponde a 1,5 X 102 unidades formadoras de col6nia (UFC) por
ml utilizando-se um espectrofotdbmetro TP-Reeader (ThermoPlate, Eschede, Holanda). Cada
canal foi preenchido com a suspensdao de E. faecalis usando micropipetas até o seu
preenchimento (Figura 2.C) e uma lima K 10 foi usada como carreadora de bactéria em toda
extensdo do elemento até o forame.

As amostras foram entdo incubadas a 37°C por trinta dias (Figura 2.D), com 0 meio de
cultura BHI sendo renovado intracanal a cada 48h para manutengéo do biofilme (Figura 2.E).
Apbs esse periodo foram aplicadas duas camadas de cianoacrilato e uma camada de esmalte
incolor com o objetivo de obstruir a saida foraminal (Figura 2.F). A parte externa do elemento
dentario foi descontaminada com gaze estéril e NaOCI 2,5% (LANA et al., 2009).
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3.5 Selamento dos tbulos dentinarios coronarios

Ap0s 0 processo de contaminacdo e antes do inicio da descontaminacéo, as paredes da
camara pulpar até a juncdo amelocementaria receberam por meio de um microaplicador
descartavel estéril (Cavibrush extrafino, FGM Produtos Odontolégicos, Joinville, SC, Brasil)
duas camadas do sistema adesivo autocondicionante de passo Unico OptiBond All-in-one
(Kerr, Hawe, CA, EUA), cada uma sendo aplicada por vinte segundos. Transcorridos quinze
segundos de jato de ar indireto, estes foram fotopolimerizados por dez segundos (Radii-cal,
SDI, Séao Paulo, SP, Brasil) (Figura 3).

Figura 2 — Procedimentos necessarios para a contaminacgao

Legenda: (A) Meio translucido comprovando a esterilizacio das amostras; (B) Posicionamento das amostras na
rolha de borracha, posicionadas acima da estante para microtubos e dentro da caixa metalica; (C)
Contaminacdo utilizando micropipetas; (D) Estufa utilizada para o crescimento bacteriano; (E)
Amostra inserida na rolha de borracha apds ter meio renovado com micropipeta; (F) Apices selados
por esmalte.

Fonte: O autor, 2017



Figura 3 — Selamento dos tubulos dentinarios
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Legenda: (A) Instrucdes de uso do sistema adesivo — O jato de ar teve duracdo de 15 segundos (FU et al., 2017);
(B) Sistema adesivo, microaplicador estéril e fotopolimerizador; (C) Modo de aplicar do fabricante;
(D) Aplicacdo em dentina; (E) Fotopolimerizacéo

Fonte: O autor, 2017
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3.6 Desinfeccédo da amostra

O protocolo utilizado para desinfeccdo das amostras foi baseado no guia para
revascularizacdo dentaria da American Association of Endodontics (AAE) implementado em
2015.

As amostras foram irrigadas com 20ml de NaOCI a 1,5% por cinco minutos, sendo
4ml por minuto, seqguido de 20ml de EDTA a 17% por mais cinco minutos, sendo 4ml por
minuto. Finda esta etapa, foi realizada a secagem dos canais radiculares com ponta de papel
absorvente estéreis tipo cell pack (MK Life, Porto Alegre, RS, Brasil).

Apds esse procedimento, as amostras foram divididas aleatoriamente em seis grupos
experimentais de acordo com a substancia empregada e a consisténcia da mesma e, mais dois

grupos controle (negativo e positivo).

e Grupo 3MIX-sol (n=10): Medicacdo triantibidtica 3MIX em consisténcia sélida
(Ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, veiculo: propilenoglicol e macrogol);
(Figura 4)

e Grupo 3MIX-past (n=10): Medicacdo triantibidtica 3MIX em consisténcia pastosa
(Ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, veiculo: propilenoglicol);

e Grupo 2MIX-sol (n=10): Medicacdo biantibidtica em consisténcia solida
(Ciprofloxacina e metronidazol, veiculo: propilenoglicol e macrogol);

e Grupo 2MIX-past (n=10): Medicacdo biantibidtica em consisténcia pastosa
(Ciprofloxacina e metronidazol, veiculo: propilenoglicol);

e Grupo 3MIX-mod-sol (n=10): Medicacdo triantibiotica modificada em consisténcia
solida (Ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina, veiculo: propilenoglicol e
macrogol);

e Grupo 3MIX-mod-past (n=10): Medicacdo triantibidtica modificada em consisténcia
pastosa (Ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina, veiculo: propilenoglicol);

e Grupo CN (n=05): Agua destilada estéril (controle negativo);

e Grupo CP (n=05): Dentes esterilizados (controle positivo).

O grupo controle negativo foi contaminado e recebeu todo o tratamento prévio
realizado nos dentes que receberam a medicagdo antibidtica, mas ao invés da medicacéo, o

canal radicular foi preenchido por dgua destilada estéril. J& o grupo controle positivo ndo foi
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contaminado e recebeu somente meio BHI por trinta dias, sofrendo apenas descontaminacao
externa para atestar a eficacia da esterilizag&o.

No caso das medicacdes triantibidticas foi utilizada uma mistura de 1:1:1 dos
antibioticos em concentracdo de 0,3mg, em um total de 1mg/ml. J& no grupo das medicacdes
biantibidticas a proporcao foi de 1:1 com concentracdo de 0,5mg, em um total de 1mg /ml. A
quantidade de p6 foi determinada por uma balanca analitica digital (FA-2104N Bioprecisa,
Curitiba, PR, Brasil) e nos grupos em que a medicacdo antibidtica teve consisténcia solida o
po foi previamente macerado com um pistilo por 3 minutos, com metodologia baseada em
Hoshino (2007).

As medicacOes antibidticas que tiveram como veiculo somente o propilenoglicol
ficaram com consisténcia pastosa (Figura 5) e foram inseridas dentro do canal com uma
seringa e agulha para irrigagdo de 27 G1°’ 25x0,40 (Injex, Ourinhos, SP, Brasil) tendo o
espaco do canal radicular preenchido até 3mm aquém da juncdo amelocementéria (Figura 6).
Ja as que tiveram como veiculo o propilenoglicol e macrogol, ficaram com consisténcia
solida, em forma retangular, medindo 5mm de comprimento aferidos com régua milimetrada
(Intermedium, Angelus, Londrina, PR, Brasil), tendo sido inseridas com o auxilio de um
calcador de Paiva nimero um (Golgran Industria e Comércio de Instrumental Odontol6gico
Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) (Figura 7).

Em ambos os casos, 0 antibiético permaneceu abaixo da juncdo amelocementéria e a

abertura coronéria foi vedada com cimento provisorio (Villevie, Joinville, SC, Brasil).
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Figura 4 — Preparo da pasta antibidtica - Grupo 3MIX-sol
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Legenda: (A) Pesagem ciprofloxacina; (B) Pesagem ciprofloxacina + metronidazol; (C) Pesagem pasta 3Mix
para 10 elementos; (D) Pistilo; (E) P6 homogeneizado; (F) Consisténcia ap6s mistura e calcador para
insercdo no canal; (G) Forma adequada do medicamento para inser¢do no canal; (H) Medicamento
apos insercdo no canal); (I) Medicamento apos ser calcado no interior do canal.

Fonte: O autor, 2017
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Figura 5 — Comparacao entre os trés grupos de consisténcia pastosa

Legenda: (A) P6 do grupo 3MIX-past; (B) P6 do grupo 2MIX-past; (C) Pé do grupo 3MIX-mod-past; (D) Grupo
3MIX-past apds mistura, apresentando a consisténcia mais espessa dos 3 grupos; (E) Grupo 2MIX-past
apo6s mistura; (F) Grupo 3MIX-mod-past apds mistura, apresentando a consisténcia mais liquida dos 3
grupos; (G) Consisténcia da pasta 3MIX ao deixar a agulha; (H) Coloragéo da pasta 3MIX na seringa;
(I) Coloracéo da pasta 2MIX na seringa; (J) Coloragéo da pasta 3MIX modificada por clindamicina na
seringa; (J) Consisténcia liquida e coloragdo ndo-opaca da pasta triantibiética modificada por
clindamicina.

Fonte: O autor, 2017

Figura 6 — Colocacdo das pastas antibioticas nos grupos 3MIX-past e 3MIX-mod-past

Legenda: (A) Colocagdo da pasta do grupo 3MIX-past na seringa; (B) Colocacdo da pasta na amostra do grupo
3MIX-past; (C) P6 dos componentes do grupo 3MIX-mod-past antes de serem homogeneizados e
pipeta com o veiculo propilenoglicol; (D) Aplicacdo da pasta antibidtica na amostra do grupo 3MIX-
mod-past.

Fonte: O autor, 2017



Figura 7 — Modo de preparo dos grupos antibidticos solidos
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Legenda: (A) Pé dos componentes antibiéticos homogeneizados e veiculos propilenoglicol e macrogol; (B)
Consisténcia do magrogol; (C) Consisténcia ideal da pasta sélida: Ser capaz de aderir a ponta do
calcador; (D) Conformagdo da pasta sélida, medindo 5mm.

Fonte: O autor, 2017
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3.7 Avaliagéo da desinfecgao

Os elementos foram submetidos a uma sequéncia de irrigacdo para remocdo do
antibiotico: 20ml de agua destilada estéril por cinco minutos, sendo 4 ml por minuto, seguido
de 20ml de EDTA a 17% por cinco minutos, sendo 4 ml por minuto, para novamente serem
submetidos a irrigacdo abundante com 20ml de &gua destilada estéril por cinco minutos, em
jato continuo. Procedeu-se entdo a secagem dos canais radiculares com ponta de papel
absorvente estéreis tipo cell pack (Figura 8.A). Apls essa etapa, 0s elementos foram
novamente selados com cimento provisorio (Figura 8.B) e descontaminados externamente
com NaOCI a 2,5%, sendo essa substancia neutralizada com tiossulfato de sodio a 1%
(Milférmulas).

O vedamento da camara pulpar foi entdo removido com Esculpidor Hollemback 3S
(SSWhite Duflex, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) (Figura 8.C) e os dentes foram
submersos em tubos de ensaio estéreis contendo o meio Enterococcosel (Difco Laboratories
Inc., Detroit, MI, EUA) livre de vancomicina (seletivo para enterococcos) (Figura 8.D-E) e
tampados com algod&o. Estes foram entdo colocados em estufa a 37°C por 48h. Depois de
transcorrido esse tempo os meios foram plaqueados em aliquotas de 10ul em meio mitis
salivarius (Difco) de forma concentrada e em dilui¢bes de 10 a 10 para que houvesse
avaliagdo quantitativa da atividade antimicrobiana, com as placas sendo incubadas em estufa a
37°C por 24h (Figura 9.A-C).

A quantificacdo do crescimento bacteriano nas placas foi realizada por meio da
contagem de UFC no microscépio bioldgico (Opticam Microscopy Technology, Sdo José dos

Campos, SP, Brasil) apos as placas terem permanecido 24h em estufa a 37°C (Figura 9.D).
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Figura 8 — Preparo para colocagdo da amostra no meio Enteroccocosel
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Legenda: (A) Secagem do canal radicular; (B) Vedamento da entrada da cdmara pulpar realizado nas amostras;
(C) Remocao da restauragdo provisdria em bloco Unico; (D) Colocagdo do meio Enteroccocosel em
tubos de ensaio; (E) Amostra dentro do tubo de ensaio submersa no meio Enteroccocosel translucido
por ndo haver contaminagéo.

Fonte: O autor, 2017
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Figura 9 — Plagueamento das amostras microbioldgicas

Legenda: (A) Preenchimento das pontas da pipeta; (B) Placa de microtitulagdo sendo pipetadas; (C) Placa sendo
pipetada; (D) Microscépio utilizado para a leitura das UFC.

Fonte: O autor, 2017
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3.8 Analise estatistica

3.8.1 Afericdo da coloracdo

Os dados obtidos foram comparados por meio da diferenca de cor em diferentes
intervalos de tempo pela AE* da Commission Internationale de 1’Eclairage, sendo calculadas a

partir da seguinte equacéo:

AE* = [(AL*)? + (aa*)? + (Ab*)?4] *

Em que:
AL*=L*¢inal - L¥inicial
Aa*=a*final - @¥inicial

Ab*=b*final - b*inicial

3.8.2 Acdo antibacteriana

Como a analise preliminar dos dados revelou uma distribuicdo normal (teste de
normalidade de Shapiro-Wilk), a analise estatistica foi realizada usando métodos
paramétricos. Os dados foram entdo analisados estatisticamente usando o teste de ANOVA
seguido do teste de Tukey para comparar as diferentes medicagdes antibidticas quanto a acao
antibacteriana e a modificacdo de coloracdo. O nivel de significAncia foi estabelecido em
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da relacdo entre as medicacdes antibidticas e alteracdo da coloracéo

coronaria por meio do aparelho VITA Easyshade.

Antes da aplicacdo da medicacdo intracanal as amostras de cada grupo tiveram sua
coloracdo coronéria aferida por um aparelho digital seletor de cor em um ponto especifico
devidamente demarcado (Figura 1.A). Essa aferi¢do foi refeita apds trés semanas no mesmo

ponto da coroa.

4.1.1 Grupo Controle

O grupo controle positivo (CP) foi utilizado como grupo controle da alteracdo de
coloracdo, j& que esse grupo nao recebeu nenhuma medicacdo intracanal e ficou imerso no

mesmo meio de cultura que as amostras dos grupos experimentais.

O grupo néo apresentou nenhuma alteracdo de cor no intervalo de tempo avaliado (p <
0,05) (Tabela 1).

4.1.2 3MIX-sol e 3MIX-past

Os grupos apresentam em sua composi¢do a minociclina. As amostras desses grupos
apresentaram mudanca de coloracdo entre a primeira afericdo e a afericdo ap0Os contato
antibidtico em comparagdo com o grupo controle e demais grupos antibidticos (p < 0,05)
(Figura 10). O grupo 3MIX-past apresentou uma alteracao de cor mais acentuada que o grupo
3MIX-sol (p < 0,05) (Tabela 1).
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Figura 10 — Avaliacdo de cor da amostra do grupo 3MIX-past inicialmente e ap0s trés

Semanas

' VITA Easyshade

' VITA Easyshade

Legenda: (A) Afericdo de cor antes da colocacdo de antibidtico; (B) Elemento dental no momento da afericéo;

(C) Afericao da cor apds 3 semanas; (D) Elemento dentério no momento da afericdo apos 3 semanas.

Fonte: O autor, 2017

4.1.3 2MIX-sol, 2MIX-past, 3MIX-mod-sol, 3MIX-mod-past

As amostras desses grupos ndo apresentaram modificacdo de cor comparando o0s
valores aferidos antes de receber a medicacdo intracanal e ap6s trés semanas da dentina

radicular ter sido exposta ao medicamento (p < 0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1 — AE* de cada grupo avaliado

Grupos avaliados AE* (média + desvio padrao)
3MIX-sol 4,06+1.07 8
3MIX-past 7,15+1.934
2MIX-sol 1,94+0.81°¢
2MIX-past 1,64+0.85 ¢
3MIX-mod-sol 1,76+0.79 ©
3MIX-mod-past 1,90+0.56 ©
CP - Grupo controle 1,58+0.80°¢

Diferentes sobrescritos denotam significancia estatistica (P<0,05).

4.2 Avaliacdo antimicrobiana das medicagdes antibioticas sobre biofilme de E. faecalis

Apos transcorrido o tempo de incubacdo das diferentes medicacdes em contato com o
biofilme de E. faecalis dentro dos elementos dentarios, da remocao dessas substancias de
dentro do canal radicular e da colocacdo destes em meio seletivo Enterococcosel, procedeu-se
ao plagueamento de aliquotas em meio mitis salivarius, sendo realizada entdo a contagem de
UFC 48 horas depols.

4.2.1 Grupos Controle

Ap0s 24h o grupo controle negativo (CN) sofreu mudanca de coloragdo, com o meio
Enteroccocosel passando de marrom-translucido para marrom escuro opaco (Figura 11). Ap6s
48h este conteddo foi plagueado em placas contendo o meio mitis salivarius em dilui¢des
entre 10 a 101% (Figura 12.A). A contagem das UFCs em microscopio bioldgico foi realizada
apos as placas de petri ficarem por 24h em estufa a 37°C e em comparagdo com 0s outros
grupos esse foi 0 que apresentou maior contaminagéo (p < 0,05) (Tabela 2).

O grupo controle positivo (CP), ap6s 24h submerso em meio Enteroccocosel manteve
a estabilidade de cor do meio, sem turvamento (Figura 11). Apds 48h, ao realizar o

plagueamento do meio no meio mitis salivarius, ndo foi observado nenhum crescimento
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bacteriano apds 24h em estufa (Figura 12.B). Isso comprovou a auséncia de contaminacéo
cruzada durante o experimento e a eficiéncia da descontaminagao externa das amostras. O CP
foi semelhante aos grupos em que ndo houve contaminacdo (p>0,05) e diferente
estatisticamente do CN e do grupo 3MIX-mod-past (p<0,05).

Figura 11 — Avaliacdo de contaminagdo dos grupos controle no meio Enteroccocosel

Legenda: Grupo CP - controle positivo e meio Enteroccocosel sem contaminacéo e Grupo CN - controle
negativo, contaminado, com mudanca de colorag&o.

Fonte: O autor, 2017

Figura 12 — Placas com meio mitis salivarius para contagem de UFCs dos grupos CN e CP.

Legenda: (A) Crescimento bacteriano do grupo CN apds 24h em estufa a 37°C; (B) Auséncia de crescimento
bacteriano no grupo CP apds 24h em estufa a 37°C.

Fonte: O autor, 2017
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4.2.2 3MIX-sol, 3MIX-past, 2MIX-sol, 2MI1X-past, 3MIX-mod-sol

Apols 24h e 48h ndo houve alteracdo na cor do meio Enteroccocosel em que as
amostras estavam contidas, indicando a auséncia de contaminacdo nesses grupos
experimentais (Figuras 13 e 14). Apds 48h o contetdo do meio foi plaqueado e as placas
foram incubadas por 24h em estufa a 37°C para confirmar a auséncia de crescimento

bacteriano. Seu resultado foi semelhante ao CP (p > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Unidades formadoras de col6nia na dilui¢do 10*

Grupos avaliados UFC (média + desvio padréo)

3MIX-sol 0+0A

3MIX-past 0x0A

2MIX-sol 0x0A

2MIX-past 0x0A
3MIX-mod-sol 007
3MIX-mod-past 11,6+19 8

CP 0+0%

CN 123,646,1 ¢

Diferentes sobrescritos denotam significancia estatistica (P<0,05).
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Figura 13 — Amostras 1 dos grupos 3MIX-sol, 3MIX-past, 2MIX-sol, 2MIX-past, 3MIX-
mod-sol ap0ds 48h.

IR

Legenda: Comparacdo da amostra 1 do grupos antibidticos (exceto 3MIX-mod-past) com o0 meio enteroccocosel,
atestando auséncia de contaminagdo. (A) 3MIX-sol ; (B) 3MIX-past ; (C) 2MIX-sol; (D) 2MIX-past e
(E) 3MIX-mod-sol .

Fonte: O autor, 2017
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Figura 14 — Placas com meio mitis salivarius dos grupos 3MI1X-sol, 3MIX-past, 2MI1X-sol,
2MIX-past, 3MIX-mod-sol apds 24 horas

Legenda: (A) 3MIX-sol; (B) 3MIX-past; (C) 2MIX-sol; (D) 2MIX-past; (E) 3MIX-mod-sol ap6s 24h em estufa
a 37° C comprovando auséncia de crescimento bacteriano.

Fonte: O autor, 2017

4.2.3 3MIX-mod-past

Apos 24h e 48h houve alteragdo na cor do meio Enteroccocosel em que as amostras
estavam contidas, passando de marrom-translucido para marrom escuro opaco, indicando a
presenca de contaminacdo. Apos 48h o conteddo do meio foi plaqueado com uma aliquota
diretamente do meio e em diluicBes entre 10 a 10°, no meio mitis salivarius e as placas
foram incubadas por 24h em estufa a 37°C (Figura 15 e 16). Transcorrido esse periodo,
realizou-se a contagem de UFCs em microscopio biologico, quantificando o crescimento
bacteriano (Tabela 2). A partir desses dados comprovou-se estatisticamente a presenca de
contaminagdo (p < 0,05) em relacdo ao CP e demais grupos antibidticos e que a medicacéo
antibidtica contendo ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina em consisténcia pastosa

promoveu uma reducéo de carga bacteriana em relagdo ao CN (p < 0,05).
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Figura 15 — Grupo 3MIX-mod-past

Legenda: (A) Imagem inicial do grupo 3MI1X-mod-past; (B) Crescimento bacteriano em placa contendo meio
mitis salivarius na diluicdo 10*

Fonte: O autor, 2017

Figura 16 — Grupos antibioticos ao final do experimento

Ap— Wa

I i i

], r=r—_

3 8l

Legenda: Todas as amostras 1 de cada grupo, evidenciando a mudanca de coloragdo do grupo 3MIX-mod-past
(seta).

Fonte: O autor, 2017
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5 DISCUSSAO

O uso de combinacdes de medicacOes antibidticas como utilizadas atualmente vem do
comeco da década de noventa (HOSHINO et al., 1996; SATO et al., 1993), tendo como base
trés pontos fundamentais no que diz respeito ao procedimento de revascularizagéo:
descontaminacao tecidual utilizando somente substancias quimicamente ativas, criacdo de um
coagulo sanguineo e selamento coronario do elemento para que ndo haja recontaminacao
(HOSHINO et al.,, 1996). Entretanto, somente nessa Ultima década, estudos foram
desenvolvidos referentes a concentracdo adequada que as substéncias descontaminantes
devem apresentar para propiciar um ambiente ideal para a proliferacdo celular
(ALTHUMAIRY; TEIXEIRA; DIOGENES, 2014; DIOGENES et al., 2014; MARTIN et al.
2014). Os resultados desses estudos mostraram que as concentragcdes clinicamente
preconizadas do NaOCI, das medicacOes triantibidticas e biantibidticas estavam em niveis
citotoxicos para a proliferacdo das células-tronco da papila apical (ALTHUMAIRY;
TEIXEIRA; DIOGENES, 2014; MARTIN et al., 2014; RUPAREL et al., 2012; TREVINO et
al., 2011) e das células-tronco da polpa dentéria (KIM et al., 2015).

Essa concentracdo inadequada esta principalmente relacionada ao hipoclorito de sédio
e as medicacdes antibidticas, pois segundo Conde et al. (2017) a concentragdo utilizada em
procedimentos de revasculariza¢do ndo segue um padrdo e varia entre 0.5% e 6%, quando o
valor recomendado pela AAE é de 1,5% (AAE, 2015). No entanto, é sugerido que essa
concentracdo pode ndo proporcionar niveis adequados de descontaminacdo (RETAMOZO et
al., 2010). Nosso estudo corroborou esse resultado por meio do grupo de Controle negativo
(CN), em que somente a irrigacdo do canal com hipoclorito de sédio a 1,5% fez a
descontaminacdo ndo ser bem-sucedida. Mesmo utilizando altas concentragdes, como por
exemplo o NaOCl a 5,25%, pode ndo ser possivel proporcionar uma completa
descontaminacdo do canal radicular (LANA et al., 2009), sendo necessaria a utilizacdo da
medicacdo antibiotica na descontaminacdo do elemento dentdrio para o processo de
revascularizacdo (WINDLEY et al., 2005).

O irrigante final indicado para protocolo de revascularizacao é o acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), pois seu efeito quelante permite a liberacdo de fatores de crescimento
retidos na dentina durante a dentinogénese (GALLER et al., 2015; TOMSON et al., 2007).
N&o s6 a sua composicdo ndo é citotoxica para as celulas-tronco (TREVINO et al., 2011),

como também promove a adesao, proliferacédo e diferenciacdo desse tipo de célula (GALLER
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etal. 2011, GALLER et al. 2016; PANG et al. 2014). Além disso, por ser um acido fraco, seu
papel também € importante na primeira sessdo do protocolo de revascularizacdo, pois ele
reage com a porc¢ao inorganica da dentina, melhorando a penetracdo da medicagéo antibidtica
e do hipoclorito de sodio (ZEHNDER, 2006).

J& a concentragdo inadequada da medicacao antibidtica esté relacionada a consisténcia
pastosa espessa almejada para sua inser¢do no canal (KIM et al., 2010; LOVELACE et al.,
2011; NOSRAT; SEIFI; ASGARY, 2011), elevando a propor¢do utilizada, que poderia
chegar a 1g/ml (ALTHUMAIRY; TEIXEIRA; DIOGENES, 2014; RUPAREL et al., 2012).
O aumento da concentracdo em conjunto com o tempo de uso séo os fatores que elevam a
citotoxicidade das medicagdes antibidticas (CHUENSOMBAT et al., 2013). Em vista disso, 0
tempo maximo de uso foi estabelecido em quatro semanas, com propor¢do maxima de
Img/ml (ALTHUMAIRY; TEIXEIRA; DIOGENES, 2014; KIM et al. 2015; MARTIN et al.
2014). Em nosso estudo essa concentragdo maxima foi utilizada com duracdo de duas
semanas, 0 que esta de acordo com o protocolo estabelecido pela AAE em 2015 (AAE, 2015).
Todavia essa nova concentracdo de acordo com nosso estudo produz uma medicacdo
intracanal de consisténcia liquido-pastosa, no caso das medicacGes 3MIX e biantibidtica e de
forma liquida no caso da medicagdo triantibidtica modificada substituindo a minociclina pela
clindamicina. Essa diferenca de consisténcia pode ser motivada pela clindamicina ser um po
com granulagdo de particulas bem menor comparado a substancia substituida, podendo esse
ser um fator que afeta sua permanéncia e eficacia dentro do canal radicular (ALGARNI;
YASSEN; GREGORY, 2015), o que explicaria 0 seu baixo desempenho em nosso estudo,
sendo o Unico grupo antibi6tico a ndo apresentar descontaminagdo do elemento dentario.

Para que a medicacéo antibiotica ndo fique tdo fluida, o meio utilizado como carreador
é um fator que vem sendo analisado para auxiliar na permanéncia do medicamento no canal.
O propilenoglicol além de servir para aumentar a espessura da medicacdo antibidtica em
relacdo a solucdo salina ou &gua destilada, também promove uma melhor penetrabilidade do
medicamento tanto em relacdo a area quanto em relacdo a profundidade na dentina
comparando com a agua destilada (CRUZ et al., 2002). Além disso em estudo realizado em
ratos por Gomes-Filho et al. (2012), propilenoglicol e macrogol se mostraram biocompativeis
e ndo interferiram na reagdo promovida pelos medicamentos. O macrogol foi utilizado em
nosso estudo por apresentar uma consisténcia mais pastosa, sendo o de consisténcia mais
solida dos carreadores supracitados, resultando na consisténcia sélida do medicamento. 1sso
facilita sua insercdo sem tocar nas paredes coronarias e faz com que permaneca visivelmente

dentro do canal até a segunda sessdo. Esse fato pode ter levado ao sucesso do grupo da
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medicacdo triantibiotica modificada por clindamicina nessa consisténcia, ja que McTigue,
Subramanian, Kumar (2013) obtiveram sucesso clinico utilizando-a em consisténcia pastosa,
com composic¢ao citotdxica de 650 mg de antibidtico, com o meio sendo propilenoglicol.

Além da consisténcia, o maior controle do local em que o medicamento deve ser
posicionado, por ser levado ao canal radicular com um calcador, € um fator que visa diminuir
a descoloracdo corondria causada pela minociclina (REYNOLDS; JOHNSON; COHENCA,
2009). Somado a isso, podemos utilizar um sistema adesivo, que devido a sua penetrabilidade
nos tabulos dentinarios coronarios, diminui a difuséo do antibidtico para a coroa (KIM et al.,
2010). Esses dois fatores resultaram na diferenca de coloragcdo entre os dois grupos da
medicacdo antibiotica 3MIX. O grupo 3MIX-sol em que o meio foi propilenoglicol com
macrogol resultou em uma menor mudanca de coloracdo comparando com o grupo 3MIX-
past e mesmo nesse grupo, em que somente o propilenoglicol foi utilizado, a pigmentacao
coronaria foi menos agressiva, ndo havendo pigmentacdo esverdeada, mas sim um
escurecimento da coroa, uma perda de valor, o que esta de acordo com Kim et al. (2010).

Para gque a colocacdo de sistema adesivo seja feita corretamente, é necessario que sua
aplicacdo seja realizada de maneira facil para endodontistas que ndo tem pratica com o
protocolo de condicionamento da dentina, pois segundo Giachetti et al. (2011) apesar da forca
de adesdo ser maior em sistemas adesivos de mais passos quando aplicados por pessoas
experientes com o procedimento, essa forca de adesdo diminui quando uma pessoa sem
pratica efetua 0 mesmo procedimento. Ja& o adesivo de passo Unico OptiBond All-In-One é
mais facil de ser bem aplicado, levando pessoas com ou sem pratica a obterem a mesma forca
de adeséo proporcionada pelo sistema adesivo. O OptiBond All-In-One foi selecionado por ter
apresentado a maior forca de unido entre sistemas adesivos de passo Unico (FU et al., 2017),
que possui a vantagem de ser autocondicionante, ndo sendo necessario a realizagdo de
condicionamento acido da dentina previamente, pois 0s componentes acidos incluidos em sua
formula atuam da mesma forma que ocorre quando se usa um sistema adesivo de
condicionamento acido prévio separado (DIENG-SARR et al., 2011).

Visando evitar comprometimentos estéticos, outras combinacBes de medicagdo
triantibiotica vem sendo estudadas como a medicagdo biantibidtica e medicacdes
triantibidticas substituindo a minociclina por outros componentes da familia das tetraciclinas,
cefaclor, amoxicilina e clindamicina. Embora ndo apresentem alteracfes tdo severas quanto
no uso da minociclina, os outros derivados da tetraciclina também causam manchamento
(AKCAY et al., 2014; PORTER et al., 2016). Casos clinicos também ja estabeleceram

pigmentacdo do dente com o uso do cefaclor (DABBAGH et al., 2012) e da amoxicilina
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(KAHLER et al., 2014), o que foi corroborado por estudos in vitro, em que as combinagfes
com clindamicina e da medicacdo biantibidtica ndo apresentaram mudanca de coloragéo
(AKCAY et al., 2014; KAHLER; ROSSI-FEDELE, 2016; THOMSON et al., 2012), apesar
de que Dettwiler et al. (2016) encontraram mudanca de coloracdo em sua avaliacdo de 12
meses na medicacdo biantibidtica, utilizando uma versdo pré-fabricada em capsula com 100g
de antibidtico, em um bloco de esmalte e dentina bovinos. Essa diferenca de tempo de
avaliacdo, produto e metodologia pode ser a causa da diferenca de resultado, contudo a
medicacdo contendo clindamicina ndo sofreu alteracdo de cor nesse mesmo estudo. O
resultado positivo das medicacfes biantibidtica e medicacdo triantibidtica modificada por
clindamicina foi corroborado pelo nosso estudo, que teve o mesmo tempo maximo de
avaliacdo de Akcay et al. (2014) e também ndo encontrou mudanca de coloracdo nas duas
combinacoes, realizando fotografias e utilizando um espectrofotdmetro antes e depois da
aplicacdo das substancias antibi6ticas. Contudo clinicamente outros fatores podem interferir
na mudanca de coloracdo coronaria como a deposicdo de sangue em tabulos dentinarios
(MCTIGUE; SUBRAMANIAN; KUMAR, 2013) e colocacdo de MTA acima da juncéo
amelocementaria, em direcdo a coroa, pois apesar do escurecimento ser mais prevalente no
MTA cinza, o0 MTA branco também pode causar alteracdo de cor no elemento dentério
(MOZYNSKA et al., 2017).

Apesar de ndo ser um antibidtico de amplo espectro como o cefaclor e a amoxicilina, a
clindamicina ja foi utilizada com sucesso em protocolos de revascularizacdo (MCTIGUE;
SUBRAMANIAN; KUMAR, 2013). Se mostrou eficaz contra uma variedade de patdgenos
encontrados em infeccBes endoddnticas (SKUCAITE et al., 2010; GOMES et al., 2011), é
uma das substancias recomendadas pela AAE para substituicdo da minociclina (AAE, 2015)
e apresentou resultado semelhante ao da medicacdo biantibidtica quando ambas foram
estudadas na consisténcia de gel e contra E.faecalis (ALGARNI; YASSEN; GREGORY,
2015), resultado semelhante ao encontrado quando as substancias estavam em forma solida
dentro do canal radicular em nosso estudo.

J& a medicacdo biantibidtica obteve também um resultado semelhante ao da medicagédo
triantibidtica, o que é corroborado pelo estudo de Sabrah, Yassen, Gregory (2013) que
também utilizaram E.faecalis, mas ndo por Devaraj, Jagannathan, Neelakantan (2016), que
utilizaram como metodologia a microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) testando a
atividade antimicrobiana de medicamentos intracanal na luz do canal e dentro de tubulos
dentinarios em duas profundidades contra E. faecalis. O biofilme da luz do canal foi

completamente rompido quando a medicacdo 3MIX foi utilizada, o que ndo foi alcancado
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com o uso da medicacdo biantibidtica e a porcentagem de células mortas dentro dos tibulos
dentinarios em duas profundidades também foi maior quando a medicagdo 3MIX foi utilizada
em comparacdo com a medicacdo biantibiotica, entretanto o meio utilizado por eles foi a agua
destilada, tornando as combinacdes liquidas, o que poderia gerar diferencas nos resultados
apresentados. Nossa metodologia foi escolhida por ndo depender da acdo de corantes e
conseguir demonstrar a eficacia das novas concentragdes antibidticas propostas utilizando
uma contaminacdo dentro dos tubulos dentinarios, assemelhando-se mais as condicdes
clinicas (LANA et al., 2009).

De acordo com nossos resultados, devem ser utilizados veiculos que tenham efeito
espessante na consisténcia do antibidtico, principalmente quando a clindamicina for utilizada,
por seu pd ter uma granulacdo pequena. Além disso, mais estudos antimicrobianos em dentina
devem ser realizados para atestar a eficacia bactericida da clindamicina, e se sua acdo
antibacteriana nas concentragcBes ndo-toxicas € veiculo-dependente, antes de ela ser

recomendada como uma substituta da minociclina na medicacéo triantibiotica.
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CONCLUSAO

A partir dos métodos empregados para analise e dos resultados obtidos, parece-nos

licito concluir que:

1. As combinacdes de ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, assim como as
combinacbes de ciprofloxacina e metronidazol associadas ao protocolo de irrigacdo se
mostraram eficientes contra o biofilme E. faecalis.

2. Todas as medicagdes antibidticas em consisténcia sélida realizaram
descontaminacdo dos canais radiculares. Em consisténcia pastosa, a medicacdo triantibiotica
modificada com clindamicina permitiu o registro de presenca bacteriana no meio
Enteroccocosel, enquanto as medicacGes biantibidtica e triantibiética composta por
minociclina obtiveram sucesso em eliminar a infecgéo.

3. A medicacdo 3MIX em consisténcia sélida, com meio macrogol e propilenoglicol,
promoveu uma menor alteracdo de cor do que a medicacdo 3MIX em consisténcia pastosa. Ja
as medicacOes biantibidtica e triantibidtica modificada por clindamicina ndo apresentaram

alteracdo de cor no elemento dentério.
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