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RESUMO

CUNHA NETO, Miguel Angelo. Atividade antimicrobiana de diferentes medicac0es
antibidticas usadas em técnicas regenerativas endodénticas sobre o biofilme de Enterococcus
faecalis: analise por Microscopia Confocal de Varredura a Laser. 2020. 79f. Dissertacao
(Mestrado em endodontia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O presente estudo teve como objetivo avaliar e quantificar, por meio de analise com
Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL), o grau de desinfeccdo proporcionado
por diferentes medicacdes antibidticas, utilizadas em técnicas regenerativas endodoénticas, em
diferentes formulagGes e consisténcias, sobre o biofilme de Enterococcus faecalis formado em
dentina, comparando-as ao hidréxido de calcio. Foram confeccionados 77 cilindros de dentina
humana, os quais foram contaminados com uma cultura de E. faecalis, por cinco dias, para a
formacdo de biofilme intratubular. As amostras foram divididas em seis grupos antibidticos
(n=10, cada) de acordo com a formulagdo da medicacdo antibidtica testada e da sua
consisténcia, um grupo com pasta de hidroxido de calcio (n=10), e um grupo controle positivo
(n=7). Grupo TAP/MP: medicacdo triantibiotica (ciprofloxacina, metronidazol e minociclina)
em consisténcia sélida (veiculos: propilenoglicol e macrogol); Grupo TAP/MPmod:
medicacdo triantibidtica (ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina) em consisténcia solida
(veiculos: propilenoglicol e macrogol); Grupo BAP/MP medicacdo biantibidtica
(ciprofloxacina e metronidazol) em consisténcia sélida (veiculos: propilenoglicol e macrogol);
Grupo TAP: medicacdo triantibiotica (ciprofloxacina, metronidazol e minociclina) em
consisténcia fluida (veiculo: propilenoglicol); Grupo TAPmod: medicacdo triantibidtica
(ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina) em consisténcia fluida (veiculo:
propilenoglicol); Grupo BAP: medicagdo biantibidtica (ciprofloxacina e metronidazol) em
consisténcia fluida (veiculo: propilenoglicol); Grupo HC (pasta de hidroxido de calcio,
veiculo: propilenoglicol); Grupo CP: controle positivo (espécimes contaminados sem
aplicacdo de medicacdo). Apds a aplicacdo e manutencdo das medicacBGes por 14 dias, 0s
cilindros de dentina foram cortados longitudinalmente e, nas superficies, aplicado o corante
fluorescente LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability solution para analise por meio de
MCVL. As imagens obtidas no MCVL foram convertidas utilizando-se o programa Leica
Software Application Suite-Advanced Fluorescence e processadas no software BiolmageLTM
v21, para quantificacdo da porcentagem de bactérias vidveis (verde) e ndo viaveis (vermelho).
A distribuicdo ndo normal dos dados foi confirmada pelo Teste Shapiro-Wilk, sendo entdo
realizado o teste estatistico Kruskal-Wallis seguido pele teste de Dunn para comparagdo
maultipla entre os grupos. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (P < 0,05).
Obtiveram os melhores resultados em relacdo a acdo antimicrobiana, os grupos: TAP/MP,
TAP/MPmod, TAPmod e BAP. Nenhuma das medicacdes foi capaz de eliminar 100% das
bactérias do biofilme intratubular. Pode-se concluir que as pastas TAPmod, BAP e HC sao
efetivas na desinfeccdo intratubular do biofilme de E. faecalis.

Palavras-chave: Medicamentos antibioticos. Endodontia. Descontaminagdo. Microscopia
Confocal de Varredura a Laser.



ABSTRACT

CUNHA NETO, Miguel Angelo. Antimicrobial activity of different antibiotic medications
used in endodontic regenerative techniques against strains of Enterococcus faecalis: analysis
by Confocal Scanning Laser Microscopy. 2020. 79f. Dissertacdo (Mestrado em endodontia) -
Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

The aim of the present study was to evaluate and quantify by Confocal Scanning Laser
Microscopy (CSLM) analysis, the degree of disinfection provided by different antibiotic
medications used in endodontic regenerative techniques, in different formulations and
consistencies against strains of Enterococcus faecalis formed in human dentin and comparing
to calcium hydroxide. Seventy seven samples of dentin cylindres were contaminated with a
culture of E. faecalis for 5 days to form an intratubular biofilm. Samples were divided in six
antibiotic groups (n=10, each) according to the formulation of the antibiotic medication tested
and their consistency, one group with calcium hydroxide paste (n=10) and one control groups
(n=7). TAP/MP group: triple antibiotic medication (ciprofloxacin, metronidazole and
minocycline) in solid consistency (vehicles: propylene glycol and macrogol); TAP/MPmod
group: triple antibiotic medication (ciprofloxacin, metronidazole and clindamycin) in solid
consistency (vehicles: propylene glycol and macrogol); Group BAP/MP: double antibiotic
medication (ciprofloxacin and metronidazole) in solid consistency (vehicles: propylene glycol
and macrogol); TAP group: triple antibiotic medication (ciprofloxacin, metronidazole and
minocycline) in fluid consistency (vehicle: propylene glycol); TAPmod group: triple
antibiotic medication (ciprofloxacin, metronidazole and clindamycin) in fluid consistency
(vehicle: propylene glycol); BAP group: double antibiotic medication (ciprofloxacin and
metronidazole) in fluid consistency (vehicle: propylene glycol); CH group (calcium hydroxide
paste, propylene glycol as a vehicle); Group CP: positive control, contaminated, but without
antibiotic application. After application of antibiotic medications for 14 days, dentin cylindres
were cut lengthwise and the surfaces stained with the fluorescence dye LIVE/DEAD
BacLight Bacterial Viability solution and analyzed through CSLM. The images obtained in
the CLSM were converted by Leica Software Application Suite-Advanced Fluorescence
(Mannheim, Baden-Wirttemberg, Germany) and after processing in the BiolmageLTM v21
software for quantification of the percentage of viable (green) and non-viable (red) bacteria.
The non-normal distribution of data was confirmed by the Shapiro-Wilk test, then the
Kruskal-Wallis statistical test was performed followed by the Dunn test for multiple
comparison between the groups. The level of significance was set at 5% (P < 0,05). The
groups that obtained the best results in relation to antimicrobial action were: TAP/MP,
TAP/MPmod, TAPmod and BAP. None of the medications eliminated 100% of the bacteria
from the intratubular biofilm. It can be concluded that TAPmod, BAP and CH pastes are
effective in the intratubular disinfection of the E. faecalis

Keywords: Antibiotic medications. Endodontics. Descontamination. Confocal Laser Scanning
Microscopy.



Figura 1-
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -

Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -

Figura 13 -

LISTA DE FIGURAS

Radiografias periapicais realizadas para a selecdo dos espécimes ................... 34
Preparo das amostras: confeccdo dos cilindros de dentina...........ccoccevveveeenene 35
Preparo da cultura e contaminagao dos eSPECIMES .......c.ccveverierereveneseeeaneans 38
Medicacdes antibioticas, pd das combinacfes e veiculos...........ccccevevverieenene 41
Medicacdes antibioticas em consisténcia solida. ...........ccocceevvvivere e iiece e, 42
Preparo das medicac¢des na consisténcia fluida. ..........ccccovcveveiieniiiiiieieen 43

Montagem dos espécimes para aplicacdo da medicacgdo sélida e para manutencao

Na eStUTA POI 14 dI8S. ...cveiviiiice e 44
Preparo dos espécimes para analise por MCVL ........ccccccoveveiiece s, 45
Montagem dos espécimes para analise por MCVL .........cccccevveveveveieiecnenen, 46
Y (O RS 47
Cilindro de dentina seccionado e areas analisadas pela MCVL. ..........c.......... 47

Imagens ilustrativas obtidas por MCVL da viabilidade microbiana dos
diferentes grupos experimentais apds 14 dias de incubagdo em estufa. ........... 61
Reconstrucéo tridimensional das imagens da MCVL dos biofilmes dos grupos
experimentais que utilizaram o macrogol e o propilenoglicol como veiculo e o

grupo controle positivo, apos 14 dias de incubacdo em estufa. ............c.cc.ec.... 62



Grafico 1 -
Gréfico 2 -

Grafico 3 -

Gréfico 4 -

Gréfico 5 -

Gréfico 6 -

Gréfico 7 -

Gréfico 8 -

LISTA DE GRAFICOS

Porcentagem de bactérias viaveis para cada grupo experimental...................... 50
Porcentagem de bactérias viaveis na regido cervical para cada grupo
EXPEIMENTAL ...t 52
Porcentagem de bactérias viaveis na regido apical para cada grupo
EXPEITMENTAL ......eiiiiicie e et nra e 53
Porcentagem de bactérias viaveis na regido mais superficial para cada grupo
EXPEIMENTAL ...t 55
Porcentagem de bactérias viaveis na regido mais profunda para cada grupo
EXPEITMENTAL ......eiiiiiiii et 56
Porcentagem de bactérias vidveis para cada grupo experimental com
CONSISTENCIA SOIITA. ...vevvevieiecce e 58
Porcentagem de bactérias viaveis para cada grupo experimental com
CONSISTENCIA TIUIAA. ... 59
Porcentagem de bactérias viaveis para cada grupo experimental comparando-se
os diferentes veiculos, independente das medicac6es antibidticas utilizadas...60



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

LISTA DE TABELAS

Valores da Mediana (med) e, minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
celulas vivas do biofilme de E. faecalis em cada um dos grupos experimentais,
apos contato com as medicagdes Por 14 didsS. .......ccvvveveeeierieieiese e 50
Valores da Mediana (med) e, minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido cervical em cada um dos
grupos experimentais, apos contato com as medicagdes por 14 dias. .............. 51
Valores da Mediana (med), minimo e méximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido apical em cada um dos
grupos experimentais, apos contato com as medicagdes por 14 dias. .............. 53
Valores da Mediana (med), minimo e méximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido mais superficial em cada um
dos grupos experimentais, apos contato com as medicacgdes por 14 dias......... 54
Tabela 5 - Valores da Mediana (med) e, minimo e maximo (min-max) da
porcentagem de células vivas do biofilme de E. faecalis da regido mais
profunda em cada um dos grupos experimentais, apds contato com as
MediCagBes POr 14 di@S. ......coveeiirieciece e 56
Tabela 6 - Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da
porcentagem de células vivas do biofilme de E. faecalis em cada um dos
grupos experimentais, tendo o macrogol e propilenoglicol como veiculo. ...... 57
Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis em cada um dos grupos experimentais,
tendo o propilenoglicol comO VEICUIO..........cccoeiiiiiice e 59
Valores da Mediana (med), minimo e méaximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis, apds contato com o0s grupos
experimentais por 14 dias, comparando-se os diferentes veiculos, independente

das medicacOes antibidticas utilizadas. ............cceeeviveiiiieiieei e 60



AAE
ATCC
BAP

BHI
Ca(OH),
CHX
CPKE
CPMTKE
CSLM

DPSC

E. faecalis
EDTA
KE
LSTR
MCVL
MT
MTKE
MTA
NaOClI
RET
SCAPS
SCR
TAP
UFC
UFC/mL
UFCs
UERJ

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associacdo Americana de Endodontia
American type culture collection

Pasta biantibiotica

Brain Heart Infusion, caldo infusdo cérebro coracéo

Hidroxido de célcio

Clorexidina

Ciprofloxacina + cetoconazol

Ciprofloxacina + metronidazol + cetoconazol

Confocal Scanning Laser Microscopy,
Varredura a Laser

Células-tronco da polpa dentéaria
Enterococcus faecalis

Acido Etilenodiaminotetracético

Cetoconazol

Microscopia Confocal de

Terapia de esterilizacdo da lesdo e reparo tecidual

Microscopia Confocal de Varredura a Laser
Metronidazol

Metronidazol + cetoconazol

Agregado de trioxido mineral

Hipoclorito de Sodio

Tratamento endoddntico regenerativo
Células-tronco da papila apical

Sistema de Canais Radiculares

Pasta triantibidtica

Unidade Formadora de Col6nia

Unidade formadora de colénia por mililitros
Unidades Formadoras de Colonias

Universidade do Estado do Rio de Janeiro



ML
pm
%
°C

mg
mm
min

mL

u.l

LISTA DE SIMBOLOS

Microlitros
Micrometros
Porcentagem

Grau Celsius
Grama

Miligrama
Milimetros

Minutos

Mililitros
Concentracdo molar
Unidades Internacionais



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7

2.1
2.2
2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
421
4.2.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.4

SUMARIO

LN EI0] 161070 IO 15
REVISAO DE LITERATURA ......ooieeeeteeeee et esisses st 18
Acdo antibacteriana das medicacfes antibDiOtiCas...........ccccvvereviieiiere e 18
Revascularizacdo pulpar com medicagdo antibiotiCa.........cccevveveviievvcie e 22
Citotoxicidade das medicagdes antiDiOtiCas ............coovvvreriiiiiii i 25
MedicacOes antibioticas x Células-tronco PUIPAres ...........coccovvereinineieine e 26
Medicacdes antibioticas X VEICUIOS .........cccvevveiiiic i 27
Concentracdo das medicacdes antibiOtiCas. .........cccvvvveieerie i 28
Medicagdes antibidticas x Alteracdo da coloracdo dentaria..........cccecevevvvesvresnennnn, 29
PROPOSICAOQ .....ooeeeeeeeeeeeeeee et se s st 32
ODJETIVO GETAL ... 32
ODjJetiVOS BSPECITICOS ... eviiieeii et sre e 32
L [T 10 (o] =TSRSS 32
METODOLOGIA . ...ttt e e s e e s e e e sneeeenneeeans 34
SElECAO OS BSPECIMES. ....c.eiieiieiiieeieie ettt ettt 34
Preparo das @MOSLIAS ..........coiiiriiiieieiei ettt b bbb ereas 34
Preparo da cultura, iNGCUlo € INCUDACAD ...........ccceeiiiiieieeececeee e 35
Preparo e aplicacao das MEdiCACOES ..........ccueeieieeriecie e 39
Preparo Para MCVL ........ooioe s 44
ANALISE POF MOV ..ottt 46
ANALISE BSTALISTICA ...vvevvevieeeie et ettt n e 48
RESULTADOS ..ottt sttt st nne s 49
ViaDilidade tOTAl .........ooeeeeee e e 49
Viahilidade POr FEGIOES. ........oouiiiiiiieee e 50
L To 1o To o= Y Tor: | SO STR P 50
REGIAD QPICAL ... 52
Viabilidade por profundidade...........coveiiiiiiiiii e 53
SUPEITICIAL ... bbb bbb eneas 53
o (0] 11T - OSSR 55

Viabilidade por CONSISTENCIA. .........ccueiieiiiic et 56



441 CONSISTENCIA SO ....eeeeeeeee e ettt e e e e e e e e e 57

4.4.2 CoNSIStENCIA FIUTOA .....oveiiiieicee s 58
45  Consisténcia sélida x Consisténcia fluida dos grupos antibioticos .............ccccevevveennee. 59
5 DISCUSSAD ...oovouiiurireieissisesi st 63
CONCLUSAO ...ttt 69
REFERENCIAS ....ccooiiitiieesetsee ettt 70

ANEXO - Parecer do comité de Etica em PesqUiSa...........ceveeevererererereresseeerseenenns 77



15

INTRODUCAO

A ocorréncia de trauma ou de infeccdo em um elemento dentario pode ocasionar
necrose pulpar. Quando essa perda de vitalidade acontece em um dente com rizogénese
incompleta, ha uma interrup¢do no seu desenvolvimento, resultando em raizes curtas, apices
amplos e paredes dentinarias finas e frageis (SHAH et al., 2008; TZIAFAS; KODONAS,
2010). Diante desses casos, as terapias mais indicadas tém sido a apicificacdo e a
revascularizacdo (BOSE; NUMMIKOSKI; HARGREAVES, 2009).

De acordo com o glossario de termos endoddnticos da Associacdo Americana de
Endodontia (AAE) (AAE, 2019) a apicificacdo consiste em um método para inducdo de uma
barreira calcificada em uma raiz com um éapice aberto em um dente com polpa necrética. E
uma das terapias mais executadas para esses casos (KUMAR et al., 2011). Em sua pratica, sao
utilizados materiais como o hidréxido de célcio (Ca(OH),) (CVEK, 1992; RAFTER, 2005)
ou o Agregado de Tridéxido Mineral (MTA, em inglés) (WITHERSPOON, 2008) com o
objetivo de possibilitar a compactacdo do material obturador sem extravasa-lo (BOSE;
NUMMIKOSKI; HARGREAVES, 2009; SHAH, et al., 2008).

Na apicificacdo, utilizando-se Ca(OH),, s&o realizadas trocas sucessivas da medicagéo
e por isso, leva-se um longo periodo de tempo até a formacdo de uma barreira apical de tecido
calcificado (CVEK, 1992; KAMOLTHIP, 2020). Ja a terapia com MTA, permite uma
compactacdo imediata do material obturador ap6s a sua aplicacdo (WITHERSPOON et al.,
2008).

Alternativa a apicificacdo, a terapia de revascularizacdo tem como objetivo a
complementacdo da formacao radicular, propiciando um fechamento apical, um espessamento
da dentina intrarradicular e um aumento do comprimento da raiz (DIOGENES et al., 2014),
reduzindo o risco de fratura do elemento dentario (BANCHS; TROPE, 2004; SHAH et al.,
2008). Os principios mais importantes da terapia sdo: a eliminagdo de microrganismos dos
canais radiculares, a criagdo de um arcabougo para o crescimento do novo tecido e a
prevencéo de reinfeccdo (LAW, 2013).

O protocolo de revascularizagdo recomendado pela AAE (https://www.aae.org) em
um primeiro momento consiste no acesso ao dente com polpa necrosada, irrigacdo com
hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1,5% sem instrumentd-lo, irrigacdo com &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 17%, secagem do canal radicular com cone de papel e

colocacdo de uma medicacdo intracanal para potencializar a descontaminagdo. Numa segunda
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sessdo, o canal radicular deve ser irrigado com EDTA 17% e uma estimulacdo da regido
periapical com um instrumento endoddntico deverd ser realizada para promover um
sangramento, que preenchera o canal radicular. Por fim, o elemento deve ser selado
internamente com MTA, no terco cervical, abaixo da juncdo amelocementaria, e com resina
fotopolimerizavel na por¢do coronéria, para impedir sua recontaminagéo.

A terapia de revascularizagdo com pasta triantibiética (TAP) baseada no conceito de
“esterilizagdo da lesdo e reparo tecidual” ou LSTR (HOSHINO; TAKUSHIGE, 1998),
consiste huma combinacdo de trés antibidticos: ciprofloxacina, metronidazol e minociclina
(SATO et al., 1992). A TAP tem se mostrado adequada para o tratamento do Sistema de
Canais Radiculares (SCR) com polpa necrosada e rizogénese incompleta em relacdo ao
controle da infeccdo, pois permite alguma acéo contra biofilmes (MONTERO-MIRALLES et
al., 2018; REYNOLDS; JOHNSON; COHENCA 2019; SABRAH et al., 2015) e continuidade
no desenvolvimento radicular (BOSE; NUMMIKOSKI; HARGREAVES, 2009).

Contudo, uma questdo importante a respeito do uso da TAP estd relacionada as
combinagbes de principios ativos, concentracfes destes e seus veiculos. Essas medicacdes
precisam ser capazes de eliminar o biofilme endoddntico sem, contudo, serem citotoxicas as
células precursoras do novo tecido que se pretende estimular além de ndo gerarem respostas
inflamatorias que possam limitar o processo de revascularizacdo/regeneracdo. Acredita-se que
remanescentes de tecido vital e células sobreviventes ao redor do &pice que possuem potencial
de diferenciacdo sejam as possiveis fontes celulares (CHUEH et al., 2009; COTTI; MEREU,;
LUSSO, 2008), porém, a literatura ainda é carente de dados a esse respeito (RUPAREL et al.,
2012; SARMAD et al., 2016).

Ressalta-se, ainda, um ponto que merece especial atencdo sobre a TAP, que é a
presenca de minociclina em sua composic¢do. Estudos apontam a minociclina, como um
composto capaz de acarretar alteracdo de cor no elemento dentario (KAHLER, ROSSI-
FEDELE, 2016; MONTERO-MIRALLES et al., 2018). Devido a isso, diferentes formulacfes
de medicacGes antibiodticas vém sendo testadas com o objetivo de diminuir ou mesmo impedir
esse comprometimento estético, sem, contudo, diminuir a capacidade antimicrobiana da
medicacdo (ALGARNI; YASSEN; GREGORY, 2015; JENKS et al., 2016; PORTER, et al.,
2016; TAGELSIR et al., 2016). A clindamicina tem sido recomendada pela AAE como uma
substituta @ minociclina por ndo proporcionar descoloragdo coronaria (https://www.aae.org).

Destaca-se que os veiculos utilizados como carreadores das medicacGes podem

interferir nas propriedades dos materiais utilizados em endodontia (LEONARDO et al., 1993),
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entretanto, poucos estudos existem sobre qual seria o veiculo mais eficiente para técnicas
regenerativas endodonticas (HWANG et al., 2018).

A Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) tem sido utilizada em
pesquisas laboratoriais pois fornece imagens e informacGes precisas do interior dos tdbulos
dentinarios, além de permitir reconstrucdes tridimensionais a partir dos dados digitais
(MARCIANO et al., 2010). Possibilita, ainda, a confirmacgdo da profundidade de penetracéo
dos microrganismos dentro dos tubulos dentinarios (ANDRADE et al. 2015).

Até o momento, ndo ha estudos que avaliem a eficacia de desinfeccdo dentinaria
intratubular da pasta TAP/MP. Portanto, este trabalho foi proposto, visando comparar a
desinfecgéo intratubular das medicagdes: TAP/MP, TAP/MPmod, BAP/MP, TAP, TAPmod,
BAP e HC, utilizando a Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A hipotese nula foi que

ndo haveria diferenca no potencial de desinfeccdo entre as medicacOes testadas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Acédo antibacteriana das medicac6es antibioticas

Sato et al. (1992) estudaram, in vitro, o efeito bactericida da mistura de
ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, com e sem adicéo de rifampicina, contra bactérias
de cérie e lesdes endodonticas de dentes humanos deciduos. A combinacéo das misturas na
concentracdo de 100pg/mL inibiu o crescimento das bactérias nas amostras e também foi
efetiva nas bactérias das placas dentais formadas nos dentes deciduos.

Hoshino et al. (1996) avaliaram o efeito antibacteriano da mistura de ciprofloxacina,
metronidazol e minociclina, com e sem adicdo de rifampicina, em bactérias retiradas da
dentina radicular infectada e de polpas infectadas. Os medicamentos, quando sozinhos, ndo
foram zapazes de eliminar todas as bactérias. Entretanto, quando combinados na concentracdo
de 25 pg/mL, a pasta triantibiotica eliminou totalmente as bactérias, concluindo que a eficacia
bactericida da combinagdo de drogas é suficientemente potente para erradicar bactérias da
dentina infectada dos canais radiculares.

Sato et al. (1996) estudaram o potencial da mistura de ciprofloxacina, metronidazol e
minociclina (0,5mg de cada droga) em eliminar bactérias presentes nas camadas mais
profundas da dentina radicular realizando trés experimentos que avaliaram: a sobrevivéncia de
Escherichia coli em cavidades preparadas a 1 mm do canal radicular, onde foram aplicados 0s
antibioticos; a penetracdo da combinacdo das medicacOes através da dentina; e a eficacia da
combinacdo in situ, contra bactérias na dentina radicular infectada. O trabalho demonstrou a
eficacia da combinacdo das drogas contra essas bactérias quando os canais radiculares foram
irrigados previamente com EDTA 0.4M e agitados por ultrassom, para permitir a penetracéo
da mistura das drogas através da dentina.

Windley et al. (2005) avaliaram a eficacia da pasta triantibidtica na desinfeccdo de
dentes imaturos de cdes com periodontite apical. Os grupos amostrais foram antes (S1) e apds
(S2) a irrigagdo com NaOCl a 1,25% e apds o curativo com TAP (S3), composta por
metronidazol, ciprofloxacina e minociclina. Em S1, 100% das amostras apresentaram culturas
bacterianas positivas, com uma contagem média de Unidade Formadora de Col6nias (UFC)
de 1,7 x 10%. No S2, 90% das amostras foram positivas para crescimento bacteriano, com uma

contagem média de UFC de 1,4 x 10*. No S3, 30% das amostras apresentaram cultura positiva



19

com uma contagem média de UFC de apenas 26. As redugdes nas contagens médias de UFC
entre S1 e S2 bem como entre S2 e S3 foram estatisticamente significativas, o que indicaram a
eficacia da pasta triantibiotica na desinfeccéo de dentes imaturos com periodontite apical.

Mohammadi e Abbott (2009) realizaram uma revisdo de literatura sobre a utilizacéo de
antibioticos e agentes a base de antibidticos na endodontia e traumatologia dentaria. Puderam
concluir que a aplicagdo local desses medicamentos parece ser uma forma mais efetiva de
administracdo que a sistémica. A pasta triantibiotica foi relatada como muito eficaz da
desinfeccdo do sistema de canais radiculares.

Sabrah et al. (2015) compararam o efeito antimicrobiano da pasta triantibidtica,
biantibidtica e do hidréxido de célcio contra o biofilme de E. faecalis e Porphyromonas
gingivalis. Os autores puderam concluir que as pastas triantibiotica e biantibidtica foram mais
efetivas do que o Ca(OH),, sendo a biantibidtica, considerada uma boa substituta a
triantibidtica.

Adl et al. (2014) avaliaram a habilidade da pasta triantibi6tica e do hidroxido de célcio
na desinfeccao dos tabulos dentinarios. Blocos de dentina foram contaminados com E.faecalis
e apds 21 dias, foram tratados com salina, TAP ou HC. Através da contagem de UFC os
autores puderam concluir que a TAP foi mais efetiva na desinfeccdo do canal comparada ao
HC.

Albuquerque et. al (2015) avaliaram in vitro os efeitos da ciprofloxacina contendo
matriz de polimeros contra biofilmes de E. faecalis. Esse estudo, in vitro, utilizou incisivos
inferiores humanos, que foram seccionados longitudinalmente para a confeccao dos
espécimes. Péde-se concluir que essa forma de administracdo é promissora como medicacao
intracanal para reducao da infeccdo antes de procedimentos regenerativos.

Reyhani et al. (2015) avaliaram o efeito antimicrobiano da TAP nas concentracdes:
0,01, 0,1, 1, 10, 100 e 1000 mg/mL em intervalos de 1, 2, 3 e 4 semanas sobre o biofilme
maduro de E. faecalis. Foram utilizados 287 incisivos centrais humanos extraidos, que apds
serem preparados e infectados, tiveram seus canais preenchidos pelas medicacdes ou por
salina (controle). A técnica de contagem de UFCs foi utilizada e os resultados mostraram que
TAP eliminou completamente o biofilme de E. faecalis nas concentragbes 1000, 100 e 10
mg/mL, enquanto as demais resultaram em reducdes significativas de UFCs quando
comparadas ao grupo controle positivo. Os autores puderam concluir que as baixas
concentracdes da TAP sdo capazes de erradicar o biofilme de E. faecalis, reduzindo os efeitos

colaterais das altas concentragoes.
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Devaraj, Jagannathan e Neelakantan (2016) realizaram um estudo em que utilizaram,
além de outras anélises, a MCVL, para avaliar in vitro a eficcia de cinco medicacGes
intracanais contra um biofilme maduro de E. faecalis: Curcuma fotoativada, pasta
triantibidtica (TAP), pasta biantibidtica (BAP), clorexidina (CHX) e Ca(OH),. O tratamento
com circuma mostrou a maior porcentagem de células ndo vidveis a 200 e 400 p, mas essa
diferenca ndo foi significativa em relacdo a TAP. Cdrcuma, TAP e BAP demonstraram uma
significativa reducdo de CFU/mL comparadas ao grupo controle e as demais substancias
avaliadas.

Pereira et al (2017) compararam a atividade antimicrobiana intratubular da pasta de
Ca(OH), e da TAP sobre o biofilme de E. faecalis formado em amostras padronizadas de
dentes bovinos, ap6s um novo protocolo de contaminagdo. Os espécimes foram divididos em
dois grupos teste: Ca(OH), e TAP. Ap6s um periodo de quinze dias, foi realizada uma anélise
intratubular das amostras por MCVL, além de um experimento de cultura, com contagem de
UFCs. Os autores demonstraram que a TAP teve um efeito antimicrobiano ligeiramente
maior, contudo sem diferenca significativa entre os grupos. Concluiram, portanto, que a pasta
de Ca(OH),, devido a sua capacidade de descontaminacdo intratubular, contra um biofilme de
E. faecalis, similar a TAP, pode ser a medicacao de escolha para técnicas regenerativas.

Ghabraei et al. (2018) determinaram e compararam 0 menor tempo necessario para
TAP e Ca(OH), + CHX 2% erradicarem o biofilme de E. faecalis do SCR. Foram
selecionados 65 dentes humanos unirradiculares extraidos e com canais retos. A camada de
smear layer foi removida com EDTA 17% e NaOCI 5,25%. Os dentes foram infectados com
E. faecalis por uma semana, em seguida, TAP ou Ca(OH), misturado a CHX 2% foram
inseridos nos canais. As raizes foram cortadas longitudinalmente e a carga bacteriana vital foi
avaliada pela contagem do nimero de UFC. A pasta de Ca(OH), + CHX 2% foi capaz de
erradicar o biofilme bacteriano em trés dias, ja a TAP o fez em sete dias. Os autores
concluiram que o Ca(OH), misturado a CHX 2% foi mais potente que o TAP contra o
biofilme de E. faecalis num tempo menor.

Zancan et al. (2018) estudaram a atividade antimicrobiana de medicag0es intracanais
contra o biofilme de E. faecalis e Candida albicans. Foram utilizados 55 incisivos bovinos
com raizes completamente formadas, divididas em 11 grupos. Apo0s a incubacdo para a
maturacdo do biofilme, as amostras foram imersas nas pastas: 1 - Ca(OH), , 2 - CHX, 3 -
ciprofloxacina (CP), 4 - metronidazol (MT), 5 - cetoconazol (KE), 6 - BAP, 7 - TAP, 8 -
ciprofloxacina + cetoconazol (CPKE); 9 - ciprofloxacina + metronidazol + cetoconazol
(CPMTKE), 10 - metronidazol + cetoconazol (MTKE) e 11 - controle (CO) por sete dias. Em



21

seguida, os espécimes foram corados para analise por MCVL. Para o biofilme de E. faecalis, a
menor porcentagem de bactérias vivas foi encontrada nos grupos TAP, BAP e CP; no entanto,
os grupos KE, CPKE, CPMTKE e MTKE mostraram-se eficazes. Os autores concluiram que
a pasta de Ca(OH), e a CHX néo foram eficazes para ambos os biofilmes e que as pastas TAP
e BAP foram efetivas apenas contra biofilmes de E. faecalis.

Zargar et al. (2018) compararam o efeito antibacteriano de clindamicina 2% e TAP a
2% e a 100% de concentracdo, em um biofilme de E. faecalis. Tubulos dentinarios de cem
raizes de dentes humanos foram infectados e aleatoriamente atribuidos em cinco grupos. Um
total de 1000 mg/mL de TAP, 20 mg/mL de TAP, 20 mg/mL de clindamicina, Ca(OH), ou
metilcelulose (controle) foram inseridos no canal radicular por uma semana. Apds esse
periodo, as raspas de dentina foram coletadas a 200 e 400 um de profundidade e o nimero de
UFCs por mg foi determinado. Foi observada que a reducdo de bactérias viaveis nos trés
primeiros grupos foi significativamente maior do que os grupos de Ca(OH), e controle. No
entanto, a eficacia antimicrobiana entre esses trés grupos nao foi significativamente diferentes
um do outro. Nao houve diferenca significativa entre os dados em 200 e 400 um em todos 0s
grupos, exceto o grupo Ca(OH),, que apresentou eficacia antimicrobiana apenas a 200 um Os
autores concluiram que o efeito antibiofilme da clindamicina foi comparavel com TAP,
podendo ser utilizada em substituicdo a TAP.

Arruda et al. (2018) realizaram um estudo clinico randomizado onde comparam a
efetividade antibacteriana da solucdo triantibidtica (minociclina, metronidazol e
ciprofloxacina) a 1mg/mL e da pasta de Ca(OH),/CHX como medicacdo intracanal entre
consultas em dentes com periodontite apical priméria. A andlise da reducdo total bacteriana
foi realizada utilizando-se o ensaio de PCR antes do preparo quimico-mecénico (S1), apds o
preparo (S2), e apds a medicacdo intracanal (S3). Os autores concluiram que a medicacéao
com solucdo triantibidtica numa concentracdo de 1mg/mL aumentou a desinfec¢do do canal,
efeito comparavel com a pasta de Ca(OH)/CHX.

Eslami (2019) comparou os efeitos antimicrobianos da TAP, do Ca(OH),, da terapia
fotodindmica (PDT), azul de toluidina (TOL), emissor de luz de diodo (LED) e laser diodo de
940 nm (DL) sobre biofilme de E. faecalis e C. albicans em 84 pré-molares humanos
extraidos. As amostras foram divididas aleatoriamente em sete grupos (n=12), incluindo o
controle. Em seguida, as amostras foram fixadas e observadas em microscopio eletrénico de
varredura (MEV). Os resultados mostraram reducdes significativas na espessura do biofilme
em TAP, PDT e LED. A maior redugédo na espessura do biofilme foi observada no TAP; no

entanto, as diferencas entre TAP e PDT e LED néo foram significativas.
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Zancan et al. (2019) avaliaram a atividade antimicrobiana da pasta de Ca(OH),, BAP,
Ca(OH),adicionado a BAP (Ca(OH)./BAP) e TAP por MCVL. Para analise da desinfeccéo, o
biofilme de E. faecalis foi induzido na superficie de discos de dentina (n=20) e as
medicacdes aplicadas por um periodo de sete dias. A viabilidade bacteriana foi verificada por
MCVL. Ca(OH), e Ca(OH),/BAP ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle, enquanto, TAP e DAP apresentaram uma reducdo significativa. Os autores
concluiram que a BAP é indicada para eliminar E. faecalis, visto que se comportou de forma

similar a TAP. O acréscimo de Ca(OH), a BAP reduziu seu efeito antibacteriano.

1.2 Revascularizagdo pulpar com medicacao antibidtica

Iwaya, lkawa e Kubota (2001) demonstraram um caso de revascularizacdo de um
dente permanente imaturo que apresentava periodontite e fistula, onde foi utilizada como
medicacdo intracanal uma combinacdo de ciprofloxacina e metronidazol, sem limpeza
mecanica. Ap6s um acompanhamento de trinta meses, pode-se observar espessamento das
paredes radiculares e fechamento apical, afirmando que um canal radicular livre de bactérias
possui um grande potencial para a revascularizagéo.

Banchs e Trope (2004) apresentaram uma técnica para revascularizacdo de dentes
permanentes imaturos com periodontite apical, onde foi utilizada uma combinacdo de trés
antibidticos (ciprofloxacina, metronidazol e minociclina). Nesse estudo, houve continuidade
no crescimento da raiz, espessamento das paredes e formacdo do &pice radicular. Os autores
afirmam que a combinacdo de um canal desinfetado, uma matriz para o desenvolvimento de
um novo tecido e um selamento coronario duplo parecem produzir um ambiente necessario
para uma revascularizacdo bem sucedida.

Bose, Nummikoski e Hargreaves (2009) realizaram um estudo retrospectivo
envolvendo revascularizacdo pulpar em dentes imaturos. Para isso, utilizaram radiografias de
casos para avaliar o crescimento radicular, o espessamento das paredes dentinarias e a
influéncia da medicagéo utilizada. Os resultados mostraram que o tratamento endodéntico
regenerativo (RET) com TAP e o tratamento com Ca(OH), produziram aumentos
significativos no comprimento de raiz comparados ao grupos controle: apicificagdo com MTA

e tratamentos radiculares ndo cirdrgicos. A TAP demonstrou, ainda, diferencas
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significativamente maiores na espessura da parede da raiz do que os grupos Ca(OH), ou
formocresol.

Ding et al. (2009) avaliaram o efeito da revascularizacdo pulpar em dentes imaturos
necrosados com periodontite apical. A desinfeccao do canal foi realizada, utilizando uma
mistura triantibidtica (ciprofloxacina, metronidazol e minociclina) por 1 semana. Os dentes,
em que o tratamento pode ser finalizado, apresentaram desenvolvimento radicular completo,
com uma resposta pulpar positiva. Os autores concluiram que a revasculariacdo €
clinicamente possivel em dentes com essas condi¢des e que essa técnica deve ser preferivel
em relacao a apicificagdo. Antunes et al. (2015) realizaram uma revisdo sistematica sobre a
efetividade da revascularizacdo pulpar na formagéo radicular de dentes permanentes imaturos
com polpas necrosadas. Dos 277 artigos inicialmente selecionados, 11 permaneceram para
avaliacdo. Os autores concluiram que, apesar dos relevantes resultados, as evidéncias
cientificas devem ser interpretadas com cautela devido aos parametros e métodos de avaliacdo
serem diferentes. Segundo os autores, apesar da técnica de revascularizagdo estimular o
desenvolvimento do fechamento apical e 0 espessamento da dentina radicular, varios aspectos
ainda permanecem desconhecidos, como os principais fatores envolvidos no reparo, o tipo de
tecido formado e o progndstico em longo prazo.

Bezgin et al. (2015) avaliaram clinicamente e radiograficamente a eficicia do plasma
rico em plaguetas usado como arcabougo no tratamento regenerativo endodontico,
comparando com a técnica convencional que utiliza codgulo sanguineo e pasta antibidtica
contendo ciprofloxacina, metronidazol e cefaclor. Os autores concluiram que a técnica
utilizando plasma rico em plaquetas, obteve sucesso na criagdo dessa matriz para o tratamento
regenerativo, porem, o resultado tratamento ndo teve diferenca significativa quando
comparada a técnica convencional.

El Ashiry et al. (2016) avaliaram a terapia de revascularizacdo de dentes permanentes
com 4pices abertos. Foram selecionados vinte pacientes para revascularizagdo da polpa
utilizando TAP (por uma a duas semanas) para desinfec¢do endodontica. Os pacientes foram
acompanhados por até 24 meses, permanecendo assintomaticos. Trés casos de periodontite
apical crénica mostraram desaparecimento clinico da fistula apds duas semanas de tratamento.
As radiografias revelaram reducdo da radiolucidez periapical de forma progressiva nos
primeiros 12 meses e, entre 12 e 24 meses, 0s dentes tratados apresentaram aumento
progressivo da espessura da parede dentinaria, comprimento da raiz e desenvolvimento
radicular, concluindo que os tratamentos foram bem sucedidos e que sdo necessarios mais

estudos para compreender 0s mecanismos da revascularizacao.
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Latham et. AL (2016) avaliaram a eficacia da desinfeccdo dos atuais protocolos
regenerativos em dentes permanentes prematuros necrosados. As medicagoes testadas foram:
pasta triantibidtica e biantibidtica em trés concentracdes (10, 1, and 0.1 mg/mL) e pasta de
hidroxido de calcio. Os autores concluiram que nenhuma das medicacGes foi capaz de
eliminar completamente as bactérias, e que € necessaria uma avaliagdo entre o equilibrio entre
a toxicidade as células-tronco e a eliminagdo bacteriana para determinacdo das concentraces
adequadas.

Fahmy et al. (2017) avaliaram o potencial de revascularizacdo de dentes com polpas
necrosadas seguindo diferentes protocolos. A infecgdo periapical foi induzida em 54 pré-
molares maduros de cdes e 0s dentes foram distribuidos em sete grupos: (1) BAP/coagulo de
sangue, (2) Ciprofloxacina/colageno, (3) BAP/colageno, (4) TAP modificada/colageno, (5)
Ciprofloxacina/Gelfoam, (6) BAP/Gelfoam, e (7) TAP modificada/Gelfoam. Também foram
reavaliados controles positivos e negativos incluindo dentes infectados e sadios,
respectivamente (n=12 raizes/grupo). Os grupos com ciprofloxacina/colageno e
BAP/colageno, apresentaram melhor crescimento dos tecidos corono-apicais, vascularizacao,
formacdo de cemento e extensdes inflamatdrias significativamente mais baixas.

Montero-Miralles et al. (2018) em uma revisdo de literatura, concluiram que o0s
antibidticos utilizados em RETs sdo eficazes contra bactérias envolvidas em infeccBes
endoddnticas. As pastas triantibidticas com minociclina proporcionam a desinfeccdo completa
dos dentes imaturos com polpas necréticas, sem afetar as SCAPs (células-tronco da papila
apical). Estudos experimentais realizados em cées suportam o uso de antibiéticos em REPs e
estudos clinicos relatam altas taxas de sucesso do RET usando antibidticos como curativos
intracanal. No entanto, a descoloracdo dentaria € um importante efeito colateral do uso do
TAP. Os autores sugerem que uma pasta antibidtica contendo apenas metronidazol e
ciprofloxacina pode ser uma boa alternativa ao TAP.

Neelamurthy et al. (2018) avaliaram, a partir de um estudo in vivo, o procedimento de
revascularizacdo em dentes permanentes maduros e imaturos com necrose pulpar e apice
aberto, utilizando pasta triantibidtica, contendo ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina
na proporgdo de 1:1:1, sequida por inducdo do sangramento no canal radicular e formacéo do
coagulo. ApoOs dez meses de acompanhamento, dez de 13 pacientes mostraram
desenvolvimento radicular e fechamento apical, oito de 13 mostraram desenvolvimento
radicular, fechamento apical e aumento da espessura das paredes dentindrias radiculares e dois

de 13 mostraram, ainda, resposta positiva ao teste elétrico de sensibilidade.
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Ramezani, Sanaei-rad e Hajihassani (2019) apresentaram um caso clinico de um molar
inferior imaturo necrosado que foi tratado com a técnica de revascularizacdo baseado nas
consideracOes clinicas da AAE. Trés meses ap0s 0 procedimento, o paciente encontrava-se
assintomatico, aos seis meses foi possivel notar o inicio do fechamento apical e aos doze
meses, as raizes mesial e distal mostraram maturacao e fechamento apical, além de auséncia
de leséo periapical.

Simsek et al. (2019) investigaram o conteddo mineral do canal radicular apos
aplicacdo de varias pastas antibioticas utilizando um raio-x detector de energia dispersiva.
Cinquenta caninos superiores foram divididos em cinco grupos: grupo 1 - BAP, grupo 2 -
TAP com doxiciclina (TAPd), grupo 3 - TAP com cefaclor (TAPc), grupo 4 - TAP com
amoxicilina (TAPa), e grupo 5 - TAP com minociclina (TAPm) (n=10/ grupo). Os resultados
mostraram que BAP, TAPd, e TAPm ndo alteraram os niveis de minerais. TAPa e TAPc
aumentaram os niveis de célcio e a razdo calcio/fésforo da dentina radicular, concluindo que

tais medicagOes antibidticas influenciam positivamente o processo de revascularizacao.

1.3 Citotoxicidade das medicacGes antibidticas

Chuensombat et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade e eficacia antibacteriana da pasta
TAP e de cada componente antibiotico separadamente. Para o teste de citotoxicidade, células
pulpares dentarias humanas e células da papila apical foram expostas as diferentes
medicacdes usando concentragdes de 0,024, 0,097, 0,39, 1,56, 6,25 e 25 mg/mL durante um,
trés, cinco e sete dias. A viabilidade celular foi determinada utilizando o 3- [4,5-dimetiltiazol-
2-il] -2,5- ensaio de brometo de difenil-tetrazélio (MTT). Para o teste antibacteriano, a pasta
3Mix ou um Unico antibidtico nas concentracGes de 25mg/mL e 0,39 mg/mL foram testados
em bactérias isoladas de dentes com polpas necréticas, sendo medido o crescimento
bacteriano no meio &gar de sangue.. Os resultados mostraram que a concentracdo de 0,024
mg/mL de todos grupos experimentais proporcionou a maior viablidade de células pulpares e
de células da papila dental em todos os periodos de tempo. No sétimo dia, 0,39 mg/mL de
TAP produziu mais de 90% de viabilidade celular. A TAP na concentracdo de 25 mg/mL foi
capaz de eliminar completamente as bactérias coletadas de dentes com polpas necroticas,
enquanto que na concentracdo de 0,39 mg/mL, apesar de ter sido incapaz de erradicar todas as

bactérias, demonstrou uma redugdo bacteriana significativa em relagdo ao grupo controle.
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Com excecdo do metronidazol, a citotoxicidade aumentou de acordo com a concentragdo e
tempo. Os autores concluiram que a pasta 3Mix na concentracdo de 0,39 mg/mL apresentou
menor citotoxicidade e foi capaz de reduzir significativamente as bacteérias.

Faria et al. (2018) estudaram a influéncia formulacbes de antibioticos na forma de
comprimido/cédpsula (TC), ou na forma pura (Farmacopéia dos Estados unidos) (USP) e
veiculos (agua [H20] ou macrogol + propilenoglicol [MP]) sobre a citotoxicidade e o pH das
TAPs. Fibroblastos L929 foram expostos as TAPs preparadas com antibidticos TC ou USP
misturados a H,O ou MP durante 72 horas. A citotoxicidade foi avaliada pelo teste MTT. As
pastas preparadas com TC foram menos citotdxicos do que pastas preparadas com
Antibiéticos da classe USP e pastas com o veiculo MP foram menos citotdxicas do que pastas
com H,0 como veiculo. O grupo TC TAP + MP apresentou a menor citotoxicidade, enquanto
USP TAP + H,0 apresentou a maior citotoxicidade. Os autores concluiram que o veiculo e as
formulacdes antibidticas influenciaram a citotoxicidade e o pH da TAP. As pastas preparadas
com TC e MP foram menos &cidas e menos citotoxicas do que as preparadas com antibioticos
da classe USP e H,0.

1.4 Medicacdes antibioticas x Células-tronco pulpares

Lovelace et al. (2011) avaliaram a capacidade dos RETs em desenvolver células-
tronco no espaco do canal radicular de dentes imaturos em pacientes jovens. Analises
moleculares do sangue coletado do SCR indicaram o acimulo significativo de marcadores de
células-tronco CD73 e CD105 (até 600 vezes), comparados com 0s niveis encontrados no
sangue sistémico. Os achados, coletivamente, demonstraram que a etapa de sangramento em
procedimentos regenerativos desencadeia o acumulo significativo de células-tronco
indiferenciadas no espago do canal onde essas células podem contribuir para a regeneragdo
dos tecidos pulpares observados apds a terapia com pasta antibi6tica em dentes imaturos com
necrose pulpar.

Ruparel et al. (2012) estudaram o efeito da TAP, contendo metronidazol,
ciprofloxacina e minociclina na propor¢gdo de 1:1:1; BAP, contendo metronidazol e
ciprofloxacina na proporcdo de 1:1; da TAP modificada contendo metronidazol,
ciprofloxacina e cefaclor, na proporcdo de 1:1:1; e da Ca(OH),/Ultracal, em concentractes

variando de 100 mg/mL a 0,01 mg/mL, sobre as células-tronco da papila apical. Os resultados



27

mostraram que quanto maior a concentragdo, maior a citotoxicidade e menor sobrevivéncia e
proliferacdo celular.

Althumairy, Teixeira e Diogenes (2014) avaliaram o efeito do condicionamento
dentinario com medicagdes intracanais na sobrevivéncia das células tronco da papila dentaria.
As amostras de dentina foram expostas a TAP e DAP em diferentes concentragbes e a
Ca(OH),. Os autores concluiram que TAP e BAP a 1000mg/mL resultaram em inviabilidade
das céluas-tronco, enquanto na concentragdo de 1mg/mL ndo houve efeito adverso.
Mostraram, ainda, que o uso de Ca(OH), aumentou de maneira significativa a sobrevivéncia e
proliferacdo dessas células.

Alghilan et al. (2017) estudaram a ligagdo e proliferacdo de células-tronco da polpa
dentaria (DPSC) em dentina tratada com diferentes protocolos endodénticos regenerativos. Os
grupos teste foram tratados com concentracfes clinicamente utilizadas de TAP, BAP,
Ca(OH), ou TAP diluido em metilcelulose (DTAP) por uma semana. Ja os dois grupos
controle foram tratados com ou com EDTA ou ndo receberam tratamento. Os resultados
mostraram que a DTAP, bem como a dentina tratada com EDTA, causaram aumentos
significativos na ligacdo DPSC a dentina. TAP, BAP e Ca(OH), causaram reducdes
significativas na proliferacdo de DPSC na dentina. No entanto, o protocolo com DTAP néo

gerou efeitos negativos significativos na proliferacdo de DPSC.

1.5 Medicacdes antibidticas x Veiculos

Takushige et al. (2004) avaliaram o desfecho clinico da LSTR no tratamento de 87
dentes deciduos de 56 pacientes, entre quatro e 18 anos. Foi utilizada uma mistura de
metronidazol, ciprofloxacina e minociclina com macrogol e propilenoglicol (MP) ou com
cimento endodéntico e os canais ndo foram preparados antes ou apo6s a desinfecgdo. Os
resultados mostraram que os sintomas clinicos como incha¢o gengival, dor severa e
espontanea desapareceram apos o tratamento em todos os casos, embora em quatro casos 0S
sintomas s tenham desaparecido apos retratamento com o mesmo procedimento. Os autores
concluiram que dentes deciduos com leséo perirradicular, com ou sem reabsor¢éo radicular
fisiolégica, foram tratados com sucesso pela terapia LSTR.

Trope et al. (2008) descreveram o tratamento de um segundo pré-molar inferior com

rizogénese incompleta e, sinais radiograficos e clinicos de periodontite apical com a presenca
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de fistula. O canal foi desinfectado sem instrumentagdo, mas com irrigacdo abundante com
hipoclorito de sddio a 5,25% e o uso de uma mistura de ciprofloxacina, metronidazol e
minociclina, com veiculo propilenoglicol e macrogol (MP), sugerindo uma adaptacdo do
protocolo de manipulacdo da pasta TAP para uso em duas consisténcias, 1:5 (MP:TAP) para
consisténcia cremosa e 1:7 (mistura padrao).

Gomes-Filho et al. (2012) avaliaram a resposta do tecido subcutaneo de ratos a tubos
de polietileno implantados preenchidos com TAP, Ca(OH),, propilenoglicol e macrogol.
Trinta ratos receberam dois implantes individuais de tubos de polietileno preenchidos com
TAP ou pasta de Ca(OH), e outro com tubo vazio como controle. Trinta ratos adicionais
receberam dois implantes constituidos por tubos de polietileno com veiculos (macrogol e
propilenoglicol) e um controle. As medica¢fes induziram reacBes moderadas aos sete e 15
dias, semelhantes ao controle e reduzido em intensidade (para suave) a partir do trigésimo dia.
TAP e Ca(OH), foram biocompativeis nos diferentes periodos experimentais testados e 0s
veiculos ndo interferiram na reagdo as medicagdes.

Almeida (2018) avaliou o efeito de medicacdes antibioticas nas consisténcias pastosa e
solida (com o uso de macrogol) sobre o biofilme de E. faecalis formado em dentina humana e
mensurou a alteracdo de coloragéo coronéria, foram utilizados nesse estudo, setenta dentes, 0s
quais foram divididos em dois grupos controle e seis grupos antibidticos. Em relacdo a acao
antibacteriana das substancias, 0s grupos de pasta triantibiotica (ciprofloxacina, metronidazol
e minociclina) e biantibidtica, nas duas consisténcias, mostraram-se eficientes contra o
biofilme E. faecalis. O grupo triantibidtico sélido mostrou, ainda, uma menor descoloracédo

quando comparado ao grupo triantibiético pastoso.

1.6 Concentracdo das medicacgdes antibidticas

Avrias et al. (2016) estudaram o efeito antibacteriano direto e indireto (residuais) de
varias concentragdes de TAP em um sistema de metilcelulose. A espécie E. faecalis foi
cultivada em blocos de dentina esterilizada (n=60) sendo estes tratados com TAP em
concentracéo clinica (1.000 mg/mL), TAP-metilcelulose em baixas concentracdes (100, 10 e
1 mg/mL), pasta placebo ou 1,5% NaOCI (n=10, cada). Apos a remocdo das pastas foram
realizados testes de ruptura de biofilme. Para analise do efeito indireto, 120 blocos de dentina

foram preé-tratados de acordo com 0s mesmos grupos experimentais (n=20, cada), e apos a



29

remocdo das pastas com agua destilada, seguida por EDTAL17%, os espécimes foram imersos
em solucéo salina tamponada com fosfato por duas e quatro semanas (n=10, cada). Apds esse
periodo, o E. faecalis foi cultivado nos blocos de dentina e os testes de ruptura de biofilme
foram realizados. O trabalho demonstrou que em relacao ao efeito antibacteriano direto, todos
0s grupos de tratamento foram superiores ao grupo placebo na erradicacédo de biofilme,
enquanto as pastas triantibidticas com concentracdo de 10mg/mL ou superior, apresentaram
efeitos antibacterianos residuais. Os autores concluiram, portanto, que a TAP com
concentracdo de 10 mg/mL ou superior podem ser usadas durante a terapia de regeneracdo
endodontica.

Sabrah et al. (2015) investigaram o efeito da pasta TAP e BAP, em diferentes
diluicdes (0,125, 0,25, 0,5, 1 e 10 mg/mL), na sobrevivéncia das células indiferenciadas da
polpa dentéria humana (DPSCs) e determinaram o seu efeito antibacteriano contra biofilme de
E. faecalis. O estudo concluiu que todas as diluigdes testadas tiveram efeito antibacteriano
contra E. faecalis. Contudo, as pastas BAP e TAP na concentragdo 0,125 mg/mL mostraram

um efeito antibacteriano significativo sem efeito citotoxico sobre os DPSCs.

1.7 Medicacdes antibitticas x Alteracdo da coloracao dentaria

Akcay et al. (2014) avaliaram por meio de um espectofotbmetro a descoloragédo
provocada por pastas antibidticas contendo a mistura de metronidazol e ciprofloxacina com
minociclina, doxiciclina, amoxicilina ou cefaclor. Os resultados mostraram que todas as
pastas antibidticas, exceto a biantibidtica, induziram descoloracao coronaria.

Kahler e Rossi-Fedele (2016) realizaram uma revisdo sistematica de casos clinicos
publicados para determinar a incidéncia de descoloracéo relatada e examinar se houve alguma
associacdo particular com qualquer material. Uma pesquisa PubMed foi realizada e foram
identificados oitenta estudos com 379 dentes tratados. Os autores concluiram que o uso de
pasta triantibiética com minociclina como medicamento intracanal deve ser reconsiderado e
que o Ca(OH), ou a BAP com metronidazol e ciprofloxacina podem limitar a descoloracéo. O
MTA também foi associado a descoloragéo.

Shokouhinejad et al. (2018) avaliaram o efeito do selamento das paredes da camara
pulpar com um agente de unido dentinaria (DBA) na prevencao de descoloracao induzida por

RETs. As mudancas de cor foram medidas em diferentes etapas e os resultados mostraram
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que 0s espécimes em que as paredes dentinarias foram seladas com DBA tiveram uma
descoloracdo coronal significativamente menor em cada etapa do tratamento regenerativo,
usando diferentes cimentos endodoénticos, sem, contudo, impedi-la. Os autores reforcaram a
necessidade de se reavaliar os protocolos da TAP com minociclina.

Jagdale et al. (2018) compararam a descolora¢do coronaria induzida por duas pastas
triantibidticas, TAP1 - metronidazol, ciprofloxacina e cefaclor, TAP2 - metronidazol,
ciprofloxacina e minociclina, quando usadas com materias restauradores temporarios com
profundidades de dois e quatro milimetros no final de zero (utilizado como baseline), trés, e
seis semanas. Quarenta incisivos superiores permanentes foram utilizados no trabalho. As
duas pastas produziram descoloracdo, porém a mesma foi reduzida com o aumento da
espessura do restaurador temporario. Os resultados mostraram também uma maior
descoloracdo com a TAP contendo minociclina.

AlSaeed et al. (2018) avaliaram, in vitro, o potencial de descoloragéo e a atividade
antimicrobiana contra Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus
intermedius e E. faecalis dos seguintes antibioticos: TAP, augmentin e tigeciclina. Os canais
radiculares foram preenchidos com TAP, augmentin e tigeciclina em concentracdes de 1 ou
0,Img/mL em uma base de hidrogel degradavel ou TAP puro a 1 g/mL por sete dias. A
descoloracdo coronal foi avaliada por espectrofotbmetro uma, duas e trés semanas apds o
curativo. A TAP a 1 g/mL ndo apresentou crescimento bacteriano, mas causou a maior
descoloracdo. Misturas de hidrogel com TAP, augmentin ou tigeciclina a 1 mg/ mL reduziram
significantemente o crescimento bacteriano e o numero de amostras positivas quando
comparadas com aquelas a 0,1 mg/mL, com descolora¢do minima.

Poly et al. (2018) avaliaram a capacidade de dois materiais restauradores de passo
unico OptiBond All-In-One (OB) e RelyX U200 (U200) em evitar o escurecimento coronario
provocado pelo uso de minociclina como medicacgéo intracanal. Foram utilizados cento e vinte
incisivos superiores, os quais foram divididos em quatro grupos (n=30), dois grupos com 0
material restaurador: OB e U200, e dois grupos controle, sem o restaurador, sendo um com
pasta a base de minociclina (MIN) e o outro com solucédo salina (SL). A cor foi determinada
utilizando-se um espectrofotdmetro em cinco momentos, imediatamente apds a aplicacéo dos
materiais e aos sete, 14, 21 e 28 dias posteriores. Observou-se uma reducdo da luminosidade
apos a aplicacdo da pasta em todos 0s grupos e em todos os intervalos de tempo. Apds 28
dias, o grupo MIN apresentou mais escurecimento que os grupos OB, U200 e SL. Pode-se
concluir que o uso desses materiais restauradores pode minimizar o escurecimento da coroa

dentéria.
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Santos et al. (2018) avaliaram atraves de uma revisdo sistematica se materiais
alternativos a TAP e MTA cinza poderiam evitar a descoloragdo dentaria em dentes
submetidos ao RET. De 1.122 estudos, 38 foram incluidos, sendo principalmente relatos de
casos (76,3%). De um total de 189 dentes submetidos ao REP, cerca de 54% apresentaram
algum grau de descoloracdo, a maioria causada por TAP, principalmente quando combinada
com GMTA. Os autores apresentaram como resultado que o uso de materiais alternativos ao
TAP e GMTA, como a pasta BAP ou pastas de Ca(OH), e MTA branco ou BiodentineTM,

mostraram reducéo da ocorréncia de descoloracao dentaria.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar, ex vivo, a desinfeccdo dentinaria intratubular obtida apds o emprego de
medicacdes antibioticas utilizadas em técnicas regenerativas endodonticas, em diferentes

formulagdes e consisténcias.

2.2 Objetivos especificos

1) Quantificar o grau de desinfeccdo proporcionado por medicagdes antibidticas em
diferentes formulagdes, utilizadas em técnicas regenerativas endoddnticas e da pasta de
Ca(OH), sobre o biofilme intratubular de E. faecalis, por meio de analise com MCVL.

2) Verificar o impacto de diferentes veiculos na atividade antimicrobiana de
medicagdes antibioticas utilizadas em técnicas regenerativas endoddnticas sobre o biofilme

intratubular de E. faecalis.

2.3 HipoOteses

Hipotese nula (HO0): Néo ha diferenca entre as medicagdes testadas, assim como dos veiculos
testados na eliminacdo de biofilme intratubular de E. faecalis ex vivo.

Hipdteses alternativas:

H1- Ha diferenca entre as medicacdes testadas na eliminagdo de biofilme intratubular de E.
faecalis ex vivo mas ndo dos seus veiculos.

H2- Ha diferenga entre diferentes veiculos testados na eliminacdo de biofilme intratubular de

E. faecalis ex vivo mas ndo das medicagdes.
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H3- Ha diferenca tanto entre diferentes veiculos testados quanto entre as medicacdes na

eliminacdo de biofilme intratubular de E. faecalis ex vivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecéo dos espécimes

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (CAAE: 18258819.9.0000.5259 / Numero do parecer:
3.619.523). Foram obtidos 90 caninos superiores e/ou inferiores do Banco de Dentes
Humanos da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (BDH-
FOUERJ) e desses, 77 foram selecionados.

Duas tomadas radiograficas, nos sentidos buco-lingual (Figura 1A) e mésio-distal
(Figura 1B), foram realizadas para cada elemento dentario, utilizando-se o aparelho
radiografico Odontomax 70/7P (Odontomax, Astex, Sdo Paulo, Brasil) e o sensor digital
FONA CDRelite (Dentsply Sirona, Nova lorque, EUA) a fim de serem selecionados apenas
elementos dentarios unirradiculares, com um Gnico canal, sem reabsorcdes, calcificacdes,

trincas ou caries radiculares.

Figura 1- Radiografias periapicais realizadas para a selecdo dos espécimes.

Legenda: (A) Radiografia no sentido buco-lingual; (B) Radiografia no sentido mésio-distal.
Fonte: O autor, 2019.

3.2 Preparo das amostras

A metodologia do preparo das amostras foi baseada no modelo proposto por
Haapasalo e Orstavik (1987) e Andrade et al. (2015) com modificacbes. ApoOs a

descontaminacdo inicial com NaOCI 1%, os dentes tiveram a coroa e 0 apice seccionados,
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utilizando-se um disco flexivel diamantado Dupla Face 0,10 x 22 mm (KG
Sorensen, Cotia, SP, Brasil) em baixa velocidade, para a obtencdo de cilindros de dentina do
terco médio do elemento dentario, com 8 mm de comprimento (Figura 2A-D). Além disso, o
diametro interno dos canais radiculares foi ampliado por fresas de Gates Glidden 4, de 28mm
de comprimento (Dentsply Maillefer®, Ballaigues, Suica) (Figura 2E-F).

As amostras foram submetidas a banhos ultrassonicos, utilizando-se NaOCl 1%,
EDTA 17% e solucdo salina, com duracdo de 10 min cada (Marinho et al., 2015) e entéo,
esterilizadas em autoclave (Cristofoli, Campo Mouréo, PR, Brasil) a 121 °C, por 24min.

Os espécimes foram divididos aleatoriamente entre os sete grupos de medicacGes

testadas (n=10) mais um grupo controle (n=7).

Figura 2 — Preparo das amostras: confeccdo dos cilindros de dentina.

Legenda: (A) Marcacdo no espécime; (B) Corte com disco diamantado; (C) Espécime cortado; (D) Cilindro com
8mm; (E) Ampliacdo com fresas Gates Glidden; (F) Aspecto final do cilindro.
Fonte: O autor, 2019.

3.3 Preparo da cultura, indculo e incubacgao
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Os cilindros de dentina foram submetidos a um processo de contaminagao intratubular
baseado em Andrade et al. (2015). A cepa bacteriana de E. faecalis (ATCC 29212) (Figura
3A) foi obtida da American Type culture collection (Manassas, Virginia, EUA), reativadas em
um tubo contendo 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco, Detroit, MI, EUA)
esterilizado (Figura 3B) e mantidas a 37°C por 24 h. ApGs esse periodo, 1 mL da cultura
bacteriana foi transferida para um frasco contendo 50 mL de BHI (Figura 3C) e incubada por
24h para alcancar crescimento exponencial. A cultura foi ajustada para a escala No. 1
McFarland (3x10® UFC/mL) utilizando um espectrofotdmetro (Bel Photonics do Brasil Ltda,
Osasco, SP, Brasil) (Figura 3D e 3E). Todo o preparo da cultura e do in6culo foi realizado
dentro da cdmara de fluxo laminar do Laboratério de pesquisas da Endodontia - Faculdade de
Odontologia de Bauru (FOB-USP).

Por um periodo de cinco dias, foram realizadas, de forma asséptica em camara de
fluxo laminar, trocas periodicas de indculo contaminado e de meio de cultura limpo, além de

ciclos diferentes de centrifugacdes, da seguinte forma (ANDRADE et al., 2015):

- Dia 1: Apos terem sido esterilizados, os espécimes foram inseridos em microtubos contendo
1 mL de meio de cultura BHI esterilizado e submetidos a banho ultrassénico por 15 minutos
para penetracdo deste dentro dos tubulos dentinarios. Posteriormente, a solugdo anterior foi
descartada e inseridos 1 mL do inéculo preparado no dia anterior (Figura 3F). Os microtubos
foram submetidos as seguintes velocidades de centrifugacdo: 1400, 2000, 3600 e 5600 g,
durante 5 min a 25°C, duas vezes para cada velocidade na centrifuga (Eppendorf 5424R;
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) (Figura 3G-H). Entre cada centrifugacéo, o inéculo usado
para penetrar nos tubulos dentinérios foi descartado e substituido por 1 mL de novo indculo
padronizado. Apos o0s oito ciclos de centrifugacdo, os microtubos receberam 1 mL de BHI

esterilizado, foram centrifugados a 3600 g e incubados em uma estufa a 37° C por 24 h.

- Dia 2: O in6culo foi substituido por 1 mL de BHI esterilizado e entdo os microtubos foram
submetidos a um ciclo de centrifugacdo a 3600 g por 5 min, sendo incubados novamente em

estufa bacterioldgica a 37°C por 24 h.

- Dia 3: A solucdo anterior foi descartada e inseridos 1 mL do in6culo preparado no dia
anterior. Os microtubos foram submetidos as seguintes velocidades de centrifugacdo: 1400,
2000, 3600 e 5600 g, durante 5 min a 25°C, duas vezes para cada velocidade na centrifuga

(Eppendorf 5424R). Entre cada centrifugagdo, o indculo usado para penetrar nos tubulos
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dentinarios foi descartado e substituido por mais 1 mL de novo in6culo. Apds os oito ciclos de
centrifugagédo, os microtubos receberam 1 mL de BHI esterilizado, foram centrifugados a

3600 g e incubados em uma estufa a 37° C por 24 h.

- Dia 4: O in6culo foi substituido por 1 mL de BHI estérilizado e entdo os microtubos foram
submetidos a um ciclo de centrifugacdo a 3600 g por 5 min, sendo incubados novamente em
estufa bacterioldgica a 37°C por 24 h.

- Dia 5: Remocao do caldo de BHI e aplicacdo das medicagfes propostas.
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Figura 3 - Preparo da cultura e contaminag&o dos espécimes.
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Legenda: (A) cepa bacteriana de E. faecalis (ATCC 29212); B) Tubo com 3 mL de BHI esterilizado para
reativacdo da cepa bacteriana de E. faecalis; (C) Frascos de BHI esterilizado; (D) Espectrofotdmetro (Bel
Photonics do Brasil Ltda, Osasco, SP, Brasil); (E) Suspensdo bacteriana de 3 x 10° células mL™; (F) colocago
do in6culo padronizado nos microtubos contendo os espécimes; (G) Microtubos dispostos na centrifuga
Eppendorf 5424R; (H) Centrifuga ajustada para o ciclo na velocidade de 3600g, por 5 min, temperatura 25°C.
Fonte: O autor, 2019.
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3.4 Preparo e aplicacdo das medicacoes

Foram testados seis grupos de medicacGes antibioticas (n=10), variando-se principios
ativos (Figura 4A-G) e veiculos (Figura 4H-1), um grupo com Ca(OH), (n=10), e um grupo

controle positivo (n=7), como mostrado a seguir:

e Grupo TAP/MP: medicacdo triantibiotica (ciprofloxacina, metronidazol e
minociclina); veiculos: propilenoglicol e macrogol;

e Grupo TAP/MPmod: medicacdo triantibidtica (ciprofloxacina, metronidazol e
clindamicina); em veiculos: propilenoglicol e macrogol;

e Grupo BAP/MP: medicacdo biantibiotica (ciprofloxacina e metronidazol);veiculos:
propilenoglicol e macrogol;

e Grupo TAP: medicacdo triantibidtica (ciprofloxacina, metronidazol e minociclina);
veiculo: propilenoglicol;

e Grupo TAPmod: medicacdo triantibidtica (ciprofloxacina, metronidazol e
clindamicina); veiculo: propilenoglicol;

e Grupo BAP: medicacdo bi antibidtica (ciprofloxacina e metronidazol); veiculo:
propilenoglicol;

e Grupo HC. pasta de Ca(OH),; veiculo: propilenoglicol;

e Grupo CP: controle positivo, que recebeu todo o tratamento prévio, foi contaminado,

porém, ndo recebeu medicacéo.

Para a formacdo do Grupo CP (n=7), as 77 amostras foram divididas em sete grupos
experimentais (n=11), separando-se um espécime de cada grupo para constituir o espécime
controle, para que, apesar de ndo receber medicacdo, pudesse ser incubado em estufa junto
aos demais por 14 dias.

As medicagdes triantibidticas (Farmécia Santa Paula, Araraquara, SP, Brasil) foram
preparadas numa proporcao de 1:1:1 dos antibidticos (1,66 mg cada, totalizando 5 mg), ja no
grupo das medicacdes biantibidticas, a proporcéo foi de 1:1 (2,5 mg de cada, totalizando 5
mg), de forma que atingissem, quando em consisténcia fluida, uma concentra¢do de 5mg/mL,
baseado nas recomendacbes da American Association of Endodontics em 2018
(https://www.aae.org).
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A quantidade de po utilizada foi determinada por uma balanca analitica digital (Ohaus
Adventurer AR2140, Nova Jersey, EUA) (Figura 5A-C).

Antes de serem misturados aos veiculos, o pé das medicacdes antibioticas foi
macerado com um pistilo por trés minutos, metodologia baseada em LSTR 3Mix-MP Therapy
(http://www.lIstr.jp/e/information.html) (Figura 5D-F).

As medicacGes em que foram utilizados propilenoglicol e macrogol como veiculo,
ficaram com consisténcia sdlida e foram inseridas no canal com o auxilio de calcadores de
Paiva (Golgran Industria e Comeércio de Instrumental Odontolégico Ltda., Sdo Caetano do
Sul, SP, Brasil) (Figura 5G-1). Uma concentracdo de 1000 mg/mL € necessaria para esse tipo
de consisténcia similar a usada na clinica (RUPAREL et al., 2012).

As medicacgdes antibidticas que utilizaram somente o propilenoglicol como veiculo,
ficaram com consisténcia fluida, (Figura 6A-C) numa concentracdo de 5mg/mL, sendo
inseridas dentro do canal com uma seringa hipodérmica 1 ml (100 U.l.) com agulha 30G
5/16" (8 x 0,30mm) (Solidor, Osasco, SP, Brasil) (Figura 6D-F).

A pasta de hidroxido de célcio foi utilizada numa propor¢do de 3:1
(pb/propilenoglicol) de acordo com Pereira et al. (2018) e foram inseridas no canal com
auxilio de uma lima K 10 (Dentsply Maillefer®, Ballaigues, Suica).

Para a aplicagdo da medicacdo, os cilindros foram removidos dos microtubos e fixados
em uma mesa metalica esterilizada (Figura 7A).

Apbs a aplicacdo das medicacdes (Figura 7B), os cilindros tiveram uma das
extremidades seladas com obturador provisério Coltosol® (Coltene, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), foram acomodados em uma placa de Petri forrada com gaze estéril umidificada com 5
ml de solucdo estéril (Figura 7C-D) e mantidos por 14 dias em estufa a 37°C, periodo de

acordo com as recomendacg6es da AAE em 2018 (https://www.aae.org).
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Figura 4 - Medicac0es antibidticas, p6 das combinagdes e veiculos.

Legenda: (A) Ciprofloxacina; (B) Metronidazol; (C) Minociclina; (D) Clindamicina; (E) Pds da pasta
triantibidtica: Ciprofloxacina, metronidazol e minociclina; (F) P6s da pasta triantibiética modificada:
Ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina; (G) Pds da pasta biantibética: Ciprofloxacina e metronidazol; (H)
Propilenoglicol; (I) Macrogol.

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 5 - Preparo das medicagdes na consisténcia sélida.
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Legenda: (A) — Pesagem: ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, para dez elementos; (B) Pesagem:

ciprofloxacina, metronidazol e clindamicina, para dez elementos; (C) — Pesagem: ciprofloxacina e metronidazol,
para dez elementos; (D), (E) e (F) Pds macerados e homogeneizados; (G) Consisténcia da TAP/MP; (H)
Consisténcia da TAP/MPmod; (1) Consisténcia da BAP/MP;

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 6 - Medicagdes antibidticas em consisténcia fluida.

Legenda: (A) Mistura da pasta triantibidtica -TAP; (B) Mistura da pasta triantibiética modificada - TAPmod ;
(C) Mistura da pasta biantibidtica — BAP. (D), (E) e (F) MedicacOes nas seringas hipodérmicas para aplicacdo
nos cilindros.

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 7 - Montagem dos espécimes para aplicacdo da medicacédo solida e para manutencao
na estufa por 14 dias.

Legenda: (A) — Espécime sendo posicionado na mesa metélica esterilizada; (B) Aplicacdo da medicacéo solida;
(C) Disposicao dos espéecimes na placa de Petri; (D) Placa identificada para 0 armazenamento na estufa;
Fonte: O autor, 2019

3.5 Preparo para MCVL

Apos o periodo de 14 dias em estufa, os espécimes foram novamente fixados na mesa
metalica esterilizada, tiveram o selador temporario da embocadura removido com Esculpidor
Hollemback 3S (SSWhite Duflex, Juiz de Fora, MG, Brasil) (Figura 8A) e as medicagdes
removidas por meio de irrigacdo com 5ml de &gua destilada esterilizada (Figura 8B).

Os cilindros foram seccionados longitudinalmente usando uma cortadora de precisao
de baixa velocidade IsometTM (Buevehler, Lake Bluff, UT, EUA) obtendo-se duas metades

(Figura 8C-D). Uma das metades foi selecionada e teve a superficie regularizada por meio de
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uma Politriz Lixadeira Metalogréfica de Velocidade Variavel “PLF DV” (Fortel, So Paulo,
SP, Brasil) (Figura 8E-F).

Os especimes foram lavados com &gua destilada, mantidos em EDTA 17%
(Biodindmica, Ibipord, PR, Brasil) por 3 min (Figura 9A), lavados novamente com &gua
destilada (Figura 9B), secos em papel absorvente (Figura 9C) e entdo corados com 20 pL de
SYTO9/Propidium lodide dye (LIVE/DEAD®BacLight® Bacterial Viability Kit, Invitrogen
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) (Figura 9D) por 15 minutos em ambiente escuro. Esse
kit consiste num corante verde SYTO®S9 para corar bactérias vivas, e um corante vermelho,
iodeto de propidio, para corar bactérias mortas. Apds esse periodo, as amostras foram
dispostas numa lamina com 6leo de imersdo (Figura 9E-F) e levadas para analise. As imagens
da superficie do espécime foram obtidas utilizando-se lentes de aumento de 40x, 23 seccOes
com | pm de profundidade, formato de 1024 x 1024, de acordo com Andrade et al. (2015).

Figura 8 - Preparo dos espécimes para analise por MCVL.

Legenda: (A) Espatula Hollemback para a remocéo do selador temporério; (B) Irrigagdo com agua destilada; (C)
IsometTM; (D) Corte longitudinal do cilindro; (E) Planificacdo da superficie, Politriz Lixadeira; (F) Verificacao
da regularidade do espécime.

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 9 - Montagem dos espécimes para analise por MCVL.

Legenda: (A) Aplicacdo de EDTA por 3min; (B) Lavagem em agua destilada; (C) Secagem; (D) Aplicagdo do
corante SYTO9/Propidium lodide dye; (E) e (F) Disposi¢do da amostra na lamina.
Fonte: O autor, 2019.

3.6 Analise por MCVL

Apo6s terem sido coradas, as amostras foram analisadas por MCVL (Figura 10A),
utilizando-se lentes de aumento 40x. Para andlise dos tubulos dentinarios, foram obtidas oito
imagens sequenciais, quatro no terco cervical e quatro no terco apical de cada cilindro
dentinario. Em cada terco, duas imagens foram obtidas perto do canal (area superficial) e duas
imagens distantes do canal (area profunda) (Figura 11), totalizando oitenta imagens por cada
grupo de medicacdo. As imagens obtidas no MCVL foram convertidas por meio do Leica
Software Application Suite-Advanced Fluorescence (Mannheim, Baden-Wirttemberg,
Alemanha) (Figura 10B) e processadas no software BiolmageLTM v21 software
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(www.biolmageL.com), para quantificacdo da porcentagem de bactérias vidveis (verde) e ndo
viaveis (vermelho) (ARIAS et al., 2016).
Figura 10 - MCVL.

Legenda: (A) Microscopio confocal de varredura a laser Leica TCS-SPE, (B) Imagem do Leica Application
Suite-Advanced Fluorescence software (LAS AF, Leica, Mannheim, Baden-Wirttemberg, Alemanha) para
obtencdo das imagens e quantificacdo da fluorescéncia correspondente ao biofilme intratubular (verde - células
viaveis e vermelha - células ndo viaveis)

Fonte: O autor, 2019.

Figura 11 - Cilindro de dentina seccionado e areas analisadas pela MCVL.

Legenda: Microscopia: A- Superficial; B - Profundo; 1 e 2 representam os lados analisados.
Fonte: O autor, 2019.
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3.7 Analise estatistica

O teste Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade revelou a auséncia de distribuigéo
normal nas andlises do experimento (p < 0,05), portanto, foi realizado o teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis seguido pele teste de Dunn para comparacgdo entre os grupos. O nivel de
significancia foi estabelecido em 5%. O software utilizado foi o Prisma 8.3 (GraphPAd

Software Inc, La Jolla, California).



49

4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade total

As porcentagens totais de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis apds
terem sido colocados em contato com as medicagdes por 14 dias, estdo apresentadas na tabela
1 e ilustradas pelo gréfico 1.

Os grupos TAP/MPmod, TAP/MP apresentaram atividade antimicrobiana superior a
todos os grupos experimentais (p < 0,05), com excecdo dos grupos TAPmod e BAP que
apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (p > 0,05). A viabilidade bacteriana
pode ser observada na figura 12, por meio de imagens obtidas a partir do MCVL e pela
reconstrucdo tridimensional na figura 13.

O grupo TAP, além de desempenho semelhante ao grupo HC, apresentou significativa
acdo antimicrobiana em relagéo ao grupo CP (p < 0,05).

O grupo BAP/MP teve o desempenho mais baixo entre 0s grupos testados, possuindo
seus valores de descontaminacao intratubular superiores apenas ao grupo CP, embora sem
diferencga estatistica (p > 0,05).

O grupo HC ndo apresentou diferenca significativa quando comparado aos grupos
TAP, TAPmod e BAP (p > 0,05), comportando-se de forma semelhante na descontaminagéo
intratubular. Comparando-se o grupo HC aos grupos BAP/MP e CP 0 mesmo apresentou acao
antimicrobiana significativamente superior (p > 0,05). J& em relacdo aos grupos TAP/MP e

TAP/MPmod, apresentou uma acdo antimicrobiana significativamente inferior (p < 0,05).
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Tabela 1 — Valores da Mediana (med) e, minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis em cada um dos grupos experimentais, apos contato
com as medicacOes por 14 dias.

Grupos experimentais % Total de bactérias viaveis
TAP/MP 7.60 (0.0 —91.40) #
TAP/MPmod 2.80 (0.0 —87.30)
BAP/MP 49.80 (0.0 — 97.10) ¢

TAP 40.30 (0.0 —81.60) P
TAPmod 14.45 (0.0 — 100) *®

BAP 18.85 (0.0 — 100) *°

HC 26.80 (0.0 —98) B¢

cP 56.20 (14.30 — 100) ©

Legenda: Letras maitsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

Grafico 1 - Porcentagem de bactérias viaveis para cada grupo experimental.
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padréo.

4.2 Viabilidade por regides

4.2.1 Regiéo cervical
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As porcentagens de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis do terco
cervical, apos terem sido colocados em contato com as medica¢Bes por 14 dias, estdo
apresentadas na tabela 2 e ilustradas pelo gréafico 2.

Os grupos TAP/MPmod, TAP/MP, BAP e HC apresentaram atividade antimicrobiana
estatisticamente semelhante entre si (p > 0,05).

Os grupos BAP/MP e TAP, ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados aos grupos HC e BAP (p > 0,05), comportando-se de maneira similar na
descontaminacao intratubular.

O grupo HC comportou-se de forma semelhante aos demais grupos de medicagdes
testadas, sem diferenca significativa (p > 0,05).

Todos os grupos, com excecdo dos grupos TAP e BAP/MP, apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao grupo CP (p < 0,05).

Tabela 2 — Valores da Mediana (med) e, minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido cervical em cada um dos grupos
experimentais, apds contato com as medicagdes por 14 dias.

Grupos experimentais % Bactérias viaveis na regido cervical
TAP/MP 11.65 (0.0 — 75) #

TAP/MPmod 8.55 (0.0 — 63.70) #

BAP/MP 50.10 (0.0 — 93.60) BCPE

TAP 44.80 (0.0 — 80.40) BCPE

TAPmod 12.90 (0.0 — 100) A

BAP 21.35 (0.0 — 99.90) ¢

HC 29.20 (0.0 — 73) A°

CP 55.60 (14.0 — 100) £

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).
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Grafico 2 - Porcentagem de bactérias viaveis na regido cervical para cada grupo experimental.
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0S grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padréo.

4.2.2 Regido apical

As porcentagens de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis da regido
apical, apds terem sido colocados em contato com as medica¢fes por 14 dias, estdo
apresentadas na tabela 3 e ilustrados pelo grafico 3.

Os grupos TAP/MPmod, TAP/MP, TAPmod, BAP e HC apresentaram atividade
antimicrobiana estatisticamente semelhante entre si (p > 0,05).

O grupo TAP néo apresentou diferenca significativa quando comparado aos grupos
TAPmod, BAP, HC e BAP/MP (p > 0,05).

O grupo HC comportou- se de forma semelhante aos demais grupos de medicacgdes
testadas, sem diferenca significativa (p > 0,05).

Todos os grupos, com excecdo dos grupos TAP e BAP/MP, apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao grupo CP (p < 0,05).
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Tabela 3 — Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido apical em cada um dos grupos
experimentais, apds contato com as medica¢des por 14 dias.

Grupos experimentais % Bactérias viaveis na regiao apical
TAP/MP 4.90 (0.0 - 91.40) #

TAP/MPmod 0.90 (0.0 —87.30) *

BAP/MP 49.50 (0.0 —97.10) ®PFF

TAP 35.40 (0.10 — 81.60) 5"

TAPmod 18.20 (0.0 — 94.70) AP

BAP 16.15 (0.0 — 100) A©

HC 16.50 (0.0 — 98) A°F

cP 56.30 (22 — 99.80)

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

Gréfico 3 - Porcentagem de bactérias viaveis na regido apical para cada grupo experimental.
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padrao.

4.3 Viabilidade por profundidade

4.3.1 Superficial
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As porcentagens de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis da regido
mais superficial, apos terem sido colocados em contato com as medicagdes por 14 dias, estdo
apresentadas na tabela 4 e ilustradas pelo gréafico 4.

Os grupos TAP/MP, TAP/MPmod, BAP e TAPmod apresentaram atividade
antimicrobiana estatisticamente semelhante entre si (p > 0,05).

O grupo TAP apresentou atividade antibacteriana semelhante em relacdo aos grupos
BAP, TAPmod, HC e BAP/MP (p > 0,05). Porém, em relacdo aos grupos TAP/MP e
TAP/MPmod, apresentou uma atividade antibacteriana inferior (p < 0,05).

O grupo HC apresentou atividade antibacteriana similar aos grupos testados, exceto ao
grupo TAP/MP, que eliminou de forma significativa mais bactérias da regido superficial (p <
0,05).

Tabela 4 - Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido mais superficial em cada um dos grupos
experimentais, apds contato com as medica¢des por 14 dias

Grupos experimentais % Bactérias viaveis superficialmente
TAP/MP 9.45 (0.0 — 51.40)*

TAP/MPmod 12.45 (0.0 — 87.30) *®

BAP/MP 46.30 (0.0 — 97.10) PFFC

TAP 40.30 (0.10 — 80.40) ¢

TAPmod 21.0 (0.0 — 69.90) &€

BAP 17.55 (0.0 — 87.60) “&¢

HC 16.50 (0.0 — 98) B°F

cP 55.75 (19.40 — 100) ©

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre 0s grupos
experimentais (p < 0,05).
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Gréfico 4 - Porcentagem de bactérias viaveis na regido mais superficial para cada grupo
experimental.
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Legenda: Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padrao.

4.3.2 Profunda

A porcentagem de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis da regido
mais profunda, apds terem sido colocados em contato com as medicacdes por 14 dias, estdo
apresentados na tabela 5 e ilustrados pelo grafico 5.

Os grupos TAP/MP, TAP/MPmod e TAPmod apresentaram atividade antimicrobiana
estatisticamente semelhante entre si (p>0,05).

O grupo TAP apresentou atividade antibacteriana inferior aos grupos TAP/MPmod e
TAP/MP (p < 0,05) e semelhante aos demais grupos testados (p>0,05).

O grupo HC apresentou desempenho inferior ao grupo TAP/MPmod (p < 0,05),
superior aos grupos BAP/MP e CP (p < 0,05) e semelhante aos demais (p > 0,05).
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Tabela 5 - Valores da Mediana (med) e, minimo e méaximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis da regido mais profunda em cada um dos grupos
experimentais, apos contato com as medicacdes por 14 dias.

Grupos experimentais % Bactérias viaveis profundamente
TAP/MP 0.35 (0.0 — 91.40) &€

TAP/MPmod 0.0 (0.0-63.70)*

BAP/MP 51.60 (0.0 — 93.60) &

TAP 40.75 (0.10 — 81.60) °F

TAPmod 6.55 (0.0 — 100) ABCP

BAP 20.75 (0.0 — 100) B°PE

HC 21.0 (0.0 — 86.30) P

cP 57.70 (0.0 — 99.80) F

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

Gréfico 5 - Porcentagem de bactérias viaveis na regido mais profunda para cada grupo
experimental.

Viabilidade profunda

[EEN
(0] o
o o
| ]

EF

7

DEF BCDE

ABCD

ABC cD

0_

7

érias viaveis
(@)}
o
|

H
o
1

% Bact

Grupos experimentais

Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padrao.

4. 4 Viabilidade por consisténcia
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4.4.1 Consisténcia sélida

As porcentagens de celulas vidveis, no biofilme intratubular de E. faecalis, ap6s terem
sido colocados em contato por 14 dias, com as medicagdes antibidticas que tiveram como
veiculo macrogol e propilenoglicol, apresentando consisténcia sélida, além dos grupos HC,
que serviu como um padrdo de comparagéo, e CP, estdo apresentadas na tabela 6 e ilustradas
pelo gréfico 6.

TAP/MP e TAP/MPmod apresentaram atividade antimicrobiana superior aos demais
grupos (p < 0,05) e estatisticamente semelhante entre si (p > 0,05).

O grupo BAP/MP apresentou desempenho antibacteriano inferior em relagéo a todos
0s grupos (p < 0,05). Apesar de numericamente o grupo BAP/MP ter sido mais eficaz que o

grupo CP, esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05).

Tabela 6 - Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis em cada um dos grupos experimentais, tendo o
macrogol e propilenoglicol como veiculo.

Grupos experimentais % Bactérias viaveis
TAP/MP 7.60 (0.0 — 91.40) A
TAP/MPmod 2.80 (0.0 — 87.30) *
BAP/MP 49.80 (0.0 — 97.10) ©
HC 26.80 (0.0-98) ®
cP 56.20 (14 — 100) ©

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre 0s grupos
experimentais (p < 0,05).
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Gréfico 6 - Porcentagem de bactérias vidveis para cada grupo experimental com consisténcia
solida.
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Legenda: Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padrdo.

4.4.2 Consisténcia fluida

As porcentagens de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis, apds terem
sido colocados em contato por 14 dias, com as medica¢des antibidticas que tiveram como
veiculo o propilenoglicol, apresentando consisténcia fluida, além dos grupos HC e CP, estdo
apresentadas na tabela 7 e ilustradas pelo gréfico 7.

TAPmod, BAP e HC apresentaram atividade antimicrobiana superior aos demais
grupos (p < 0,05) e estatisticamente semelhante entre si (p > 0,05).

O grupo TAP apresentou desempenho antibacteriano superior ao grupo CP. (p < 0,05).
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Tabela 7 - Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
células vivas do biofilme de E. faecalis em cada um dos grupos experimentais, tendo o
propilenoglicol como veiculo.

Grupos experimentais % Bactérias viaveis
TAP 40.30 (0.0 — 81.60) ®
TAPmod 14.45 (0.0 — 100) #
BAP 18.85 (0.0 — 100) #
HC 26.80 (0.0-98) "
cP 56.20 (14 — 100) ©

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

Gréfico 7 - Porcentagem de bactérias vidveis para cada grupo experimental com consisténcia
fluida
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padrdo.

4.5 Consisténcia solida x Consisténcia fluida dos grupos antibioticos

A porcentagem de células viaveis, no biofilme intratubular de E. faecalis, apds terem

sido colocados em contato por 14 dias, com as medica¢Bes antibidticas nas consisténcias
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fluida e sdlida, estdo apresentados na tabela 8 e ilustrados pelo grafico 8.

O grupo das medicagdes antibidticas com consisténcia so6lida, em que foi utilizada a
combinacdo de macrogol e propilenoglicol, apresentou atividade antimicrobiana
estatisticamente superior ao grupo de medicacdes fluidas, que utilizaram apenas

propilenoglicol (p < 0,05).

Tabela 8 - Valores da Mediana (med), minimo e maximo (min-max) da porcentagem de
celulas vivas do biofilme de E. faecalis, apds contato com 0s grupos experimentais por 14
dias, comparando-se os diferentes veiculos, independente das medicacfes antibioticas
utilizadas.

Grupos experimentais % Bactérias viaveis
TAP/MP + TAP/MPmod + BAP/MP 15.70 (0.0 - 97.10) #
TAP + TAPmod +BAP 26.0 (0.0—100)°

Legenda: Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos
experimentais (p < 0,05).

Gréfico 8 - Porcentagem de bactérias viaveis para cada grupo experimental comparando-se 0s
diferentes veiculos, independente das medica¢des antibidticas utilizadas.
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Tragos verticais representam o desvio
padrao.
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Figura 12 — Imagens ilustrativas obtidas por MCVL da viabilidade microbiana dos diferentes
grupos experimentais apds 14 dias de incubagdo em estufa.

C | ) fl

Legenda: MCVL dos biofilmes dos grupos experimentais: (A) TAP/MP; (B) TAP/MPmod; (C) BAP/MP; (D)
TAP; (E) TAPmod; (F) BAP; (G) HC; (H) CP. Células viaveis sao observadas em verde e células ndo vidveis em

vermelho. As imagens representam areas de 275x 275 um.
Fonte: O autor, 2019.
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Figura 13 - Reconstrucdo tridimensional das imagens da MCVL dos biofilmes dos grupos
experimentais que utilizaram o macrogol e o propilenoglicol como veiculo e o grupo controle

positivo, apds 14 dias de incubacdo em estufa.

Legenda: Reconstrugdo tridimensional das imagens da MCVL dos biofilmes dos grupos experimentais: (A) CP;
(B) TAP/MP; (C) TAP/MPmod; (D) BAP/MP. Células vivas sdo observadas em verde e células mortas em

vermelho.
Fonte: O autor, 2019.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados, in vitro, os efeitos de seis combinac¢6es de medicacgdes
antibioticas/veiculos na desinfeccédo intratubular de canais radiculares humanos contaminados
por um biofilme bacteriano de E. faecalis, comparando-as ao Ca(OH),. Os resultados
mostraram que houve diferenca entre a acdo antibacteriana das substancias, que sao
frequentemente utilizadas em técnicas endodénticas regenerativas, por isso, rejeitou-se a
hipétese nula.

O sucesso do tratamento de revascularizacdo, em dentes com polpas necrosadas que
apresentam apices imaturos e paredes dentinarias finas e frageis, depende de uma apropriada
desinfeccdo do SCR associada a uma minima ou nenhuma instrumentacdo (BANCHS;
TROPE, 2004, IWAYA; IKAWA; KUBOTA, 2001; SHAH et. al., 2008; TROPE, 2010) além
da inducdo da formacdo de um coagulo sanguineo (BANCHS, 2004; TROPE, 2008; DING et
al 2009; RAMEZANI; SANAEI-RAD; HAJIHASSANI, 2019).

A necessidade de uma desinfeccao eficaz, de amplo espectro, ocorre devido a natureza
polimicrobiana do SCR, que contém bactérias aerdbias e anaerdbias (SASSONE et al. 2007).
Essa complexidade da infeccdo endod6ntica justificaria a necessidade de uma combinacgéo de
antibiéticos (MOHAMMADI; ABBOTT, 2009). A pasta triantibiotica, formada por
ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, tem sua eficiéncia na atividade antimicrobiana
demonstrada pela literatura (HOSHINO et al., 1996; SATO et al., 1992; SATO et al., 1996;
WINDLEY et al. 2005).

Nessa pesquisa, 0s espécimes foram infectados com E. faecalis, uma bactéria Gram-
positiva, anaerdbica facultativa, capaz de se organizar em biofilme (ZARGAR et al., 2018),
tolerante a niveis altos de pH (ZANCAN et al., 2016), e por ter sido o microrganismo de
escolha em estudos in vitro similares (ALBUQUERQUE et al., 2015; ARIAS et al., 2016;
LATHAM et al., 2016; ZANCAN et al., 2019). Alem disso, a capacidade de penetrar nos
tubulos dentinarios € um importante mecanismo de resisténcia bacteriana e o E. faecalis
possui esta capacidade (SIQUEIRA; DE UZEDA; FONSECA, 1996).

O SCR possui regides de dificil acesso, como istmos e tabulos dentinarios, em que
microrganismos podem permanecer viaveis mesmo apds a acdo quimico-mecanica da
instrumentacdo e da irrigacdo (SIQUEIRA et al., 2012) e dessa forma, perpetuarem o0s
quadros de inflamacdo e doenga (RICUCCI et al., 2009). Os trabalhos de analise de reducgéo

microbiana ex vivo que utilizam técnicas de contagem microbiana por UFC apresentam a
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desvantagem de s6 analisarem basicamente a infecgdo que esta presente no canal principal.
Baseado nisto, o presente estudo buscou analisar a atividade antimicrobiana intratubular das
medicacdes utilizadas em técnicas regenerativas endodonticas. Para tal, foi realizada uma
avaliacdo da desinfeccdo por MCVL, que de acordo com Andrade et al. (2015) e Arias et al.
(2016) é a técnica apropriada para avaliar em profundidade os tubulos dentinérios. A
fluorecéncia emitida pelas células, quando corados pelo kit LIVE/DEAD® BacLight bacterial
viability kit (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), permite a andlise da
profundidade da penetracdo dos microrganismos. Esse kit € composto por dois fluorécromos
com afinidade ao &cido nucleico: SYTO-9 e iodeto de propidio. Pela coloragdo desses dois
fluorcromos é possivel determinar a viabilidade bacteriana, utilizando a integridade da
membrana como parametro (PEREIRA et al., 2017).

O processo de contaminacao, seguiu 0 modelo proposto por Andrade et al. (2015) que
dura um periodo de cinco dias, realizando trocas periddicas de indculo contaminado e de meio
de cultura limpo, além de diferentes ciclos de centrifugagdo. Os espécimes foram
padronizados, sendo os elementos dentarios seccionados para serem obtidas amostras de 8
mm de comprimento e diametro dos canais de 1,1 mm. Cabe salientar que o tempo de
permanéncia das medica¢des no interior dos canais, estipulado em 14 dias, obedece a
recomendacdo da AAE (de 1 a 4 semanas) o mesmo que foi, também, utilizado em estudos
anteriores (ARIAS et al., 2016; DEVARAJ; JAGANNATHAN; NEELAKANTAN, 2016; EL
ASHIRY et al. 2016).

O primeiro uso da pasta triantibidtica, na revascularizacdo pulpar foi descrito por
Banchs e Trope (2004) que demonstraram 0 sucesso da terapia por meio da auséncia de
sintomas clinicos, fechamento apical e aumento na espessura das raizes. Entretanto, ainda ndo
hd um consenso em relacdo a concentracdo ideal para uma adequada desinfeccdo do SCR.
Estudos mostram varia¢bes de 0,01 mg/mL (TAKUSHIGE et al., 2004) a 1000 mg/mL,
(ALTHUMAIRY; TEIXEIRA; DIOGENES, 2014). Destaca-se que desde 2018, existe uma
recomendacdo da AAE (https://www.aae.org) para 0 uso de pastas triantibidticas e
biantibidticas em baixas concentracfes (1 a 5mg/mL) ou de Ca(OH),, para a realizagdo da
terapia, por isso, no presente estudo, foi estabelecida a concentracdo das medicacdes
antibidticas fluidas em 5mg/mL. Além disso, Jacobs et al. (2017) mostraram que essa
concentracdo de 5mg/mL, na forma de pasta biantibidtica possui um bom efeito residual
quando comparada com a pasta de Ca(OH):,.

Por meio da analise por MCVL, pbde-se perceber que os grupos TAP/MP e

TAP/MPmod, que se apresentaram com consisténcia sélida, devido a presenca dos veiculos
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macrogol e propilenoglicol, sugerida por Hoshino (2007)
(http://www.Istr.jp/e/information.html), com concentragdes em torno de 1000 mg/mL
(RUPAREL et, al,2012), foram aqueles que numa avaliacdo da viabilidade global,
apresentaram as maiores atividades antimicrobianas, porém, sem diferenca significativa em
relacdo aos grupos TAPmod e BAP, que tiveram como veiculos o propilenoglicol, de
consisténcia fluida, em concentracbes de 5 mg/mL. Esses resultados demonstram que as
medicacdes em consisténcia solida, que apresentam concentragcdes superiores, ndo resultaram
em um maior efeito de morte bacteriana quando comparado as fluidas que utilizaram 5
mg/mL, indicando que podem n&o ser necessarias altas concentragdes de antibidticos para
uma adequada desinfeccgéo intratubular.

Em relacdo ao Ca(OH),, seu efeito antibacteriano tem sido documentado na literatura
(BYSTROM; CLAESSOM; SUNDQVIST, 1985) e estdo relacionados a liberacdo dos ions
hidroxila que elevam o pH local, levando a uma desnaturacéo das proteinas bacterianas, danos
as membranas e ao DNA (MOHAMMADI; DUMMER, 2011). J& em relagdo aos
componentes da pasta triantibidtica, o metronidazol atua na inativacdo do DNA bacteriano, a
ciprofloxacina sobre a atividade da DNA-girase e a minociclina impedindo a sintese proteica
(ANVISA, 2007).

Comparando-se a atividade antimicrobiana das medicagdes antibidticas em relacédo ao
Ca(OH),, Adl et al. (2014) observaram que a pasta triantibiética, em consisténcia pastosa,
utilizando solucdo salina como veiculo, foi mais efetiva na desinfeccdo do que a pasta de
Ca(OH),, também com salina. O presente estudo corrobora com Adl et al. (2014), pois, 0
grupo HC também apresentou atividade antibacteriana inferior as medicacdes antibidticas
quando estas se apresentaram em consisténcia soélida e com trés antibidticos em sua
composicdo (TAP/MP e TAP/MPmod).

Neste estudo, o grupo TAP/MP, que representa o0 grupo triantibidtico numa
concentracdo elevada, foi estatisticamente superior ao grupo HC. Esse resultado esta de
acordo com o encontrado por Zargar et al. (2018), Zancan et al. (2018) e Zancan et al. (2019),
0s quais analisaram a atividade antimicrobiana de TAP nas respectivas concentracoes:
1000mg/mg, 1500mg/ml e 1500mg/ml, e tambeém encontraram diferenca significativa em
relacdo ao grupo HC. Ja o trabalho de Pereira et al. (2017) encontrou efeitos de desinfecgédo
similares da TAP e da pasta de Ca(OH), contra o biofilme intratubular de E. faecalis. E
importante frisar que nesta pesquisa, o grupo HC mostrou atividade antimicrobiana contra o
E. faecalis, apresentando diferenca estatistica em relacdo ao grupo CP, diferente do que foi

observado nos trabalhos de Zancan et al. (2018) e de Zancan (2019), cujos veiculos foram
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respecitivamente polietilenoglicol e solucdo salina. Cabe salientar que nos dois trabalhos
citados anteriormente, as medicacgdes foram mantidas por sete dias, enquanto neste estudo elas
permaneceram por 14 dias, tais diferencas metodologicas podem explicar as divergéncias
encontradas.

Ao analisar a desinfeccdo em &reas mais profundas, afastadas do canal radicular
principal, foi observado nesta pesquisa que o HC apresentou-se estatisticamente superior ao
grupo CP, enquanto Zargar et al. (2018) ndo encontrou eficacia dessa medicacdo em
profundidade apds sete dias de utilizacdo. As diferencas metodoldgicas quanto ao tempo de
contato, a andlise antimicrobiana e o veiculo utilizado podem explicar as diferengas nos
resultados.

Quando analisado o grupo dos antibidticos em consisténcia solida, nota-se um melhor
efeito bacteriano global das composi¢cdes com trés antibiéticos, TAP/MP e TAP/MPmod em
relagdo ao grupo com apenas dois, BAP/MP. Esse resultado inferior da pasta BAP/MP pode
estar relacionado a associacdo entre uma maior granulacdo das particulas do pd do
metronidazol, que se apresenta em maior quantidade na pasta BAP/MP e uma maior
viscosidade do macrogol, o que pode ter dificultado a difusdo dessa combinacdo antibiotica
via tubulos dentinérios, propiciando uma menor desinfecgdo intratubular. Os trabalhos de
Zancan et al. (2018) e Zancan et al. (2019), também utilizaram antibi6ticos em concentragao
clinica, porém com solucdo salina como veiculo, 0 que proporciona a composicdo uma
consisténcia mais fluida e isso pode ter a resultados semelhantes entre as pastas tri e
biantibiodtica. Ressalta-se, que outros estudos que tenham utilizado MCVL e o macrogol como
veiculo sdo desconhecidos até 0 momento para uma comparacdo mais direta entre 0s
resultados.

Analisando a desinfeccdo intratubular das pastas em consisténcia fluida, os resultados
mostraram que os grupos TAP, TAPmod e BAP foram eficazes na desinfeccdo intratubular,
apresentando resultados superiores e significativos em relacdo ao grupo CP. Os grupos
TAPmod e BAP apresentaram, ainda, resultado superior ao grupo TAP, o que difere do
trabalho de Devaraj; Jagannathan e Neelakantan (2016) que encontraram uma maior a¢ao do
grupo TAP em relacdo ao grupo BAP. Apesar de também utilizar a MCVL como ferramenta
de analise, comparacdes entre esse estudo e o presente trabalho sdo limitadas devido ao
emprego de diferentes metodologias de contaminagéo dos espécimes, 0 que poderia justificar
as diferencas encontradas entre estes.

Alguns trabalhos tem associado substancias a pasta de Ca(OH),, foi o caso de

Ghabraei et al. (2018), onde observaram que Ca(OH), misturado com 2% CHX foi mais
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potente que a TAP na eliminagdo do biofilme de E. faecalis. Nesta pesquisa, o grupo CH foi
similar ao grupo TAP, inferior ao grupo TAP/MP, porém superior ao CP. Essa diferenca de
resultado pode estar relacionada a adi¢do de um veiculo ativo como a CHX ao Ca(OH)..

Destaca-se que a grande desvantagem clinica da pasta triantibidtica vem sendo
relacionada a uma indesejavel alteracdo de cor ao elemento dentdrio. Nagata et al. (2014)
observaram a alteracdo de cor na maioria dos casos tratados com pasta triantibidtica e
associaram-na a presenca de minociclina, assim como Akcay et al. (2014), num estudo
realizado com dentes bovinos. Bezgin, et al. (2015), utilizando pasta triantibidtica modificada
por cefaclor, ndo observou alteragdo de cor. O fato, de neste estudo, os grupos TAPmod e
BAP, que ndo apresentam minociclina em sua composigéo, terem atuado de forma eficaz na
descontaminacdo intratubular é um achado que enaltece o uso das combinagcbes sem a
minociclina. Ressalta-se, ainda, que trabalhos anteriores tém demonstrado eficiente
capacidade antimicrobiana das pastas biantibioticas (SABRAH; YASSEN; GREGORY,
2013; DING et al., 2009; ALMEIDA, 2018).

Na regido cervical, a TAP apresentou-se similar a BAP e menos eficiente que a
TAPmod. O estudo de LIN et al. (2003), pode ajudar no entendimento dessa possivel
superioridade da TAPmod sobre a TAP, pois os autores observaram que a clindamicina
apresentou uma melhor capacidade de penetrar nos tdbulos dentindrios em relagdo a
tetraciclina. Numa analise exclusiva dos grupos sélidos, comparando-os ao Ca(OH), pode-se
observar que as combina¢des foram mais eficientes quando compostas por trés antibidticos,
sob a forma de TAP/MP e TAP/MPmod, enquanto a pasta BAP/MP, nao foi tdo eficaz, ja o
HC apresentou efeito antibacteriano inferior a TAP/MP e TAP/MPmod, porém, superior a
BAP/MP. Acredita-se que a poténcia proporcionada pela maior combinacdo de componentes
das pastas triantibioticas tenha sido fundamental para esse melhor desempenho.

A andlise da viabilidade bacteriana comparando-se 0s veiculos mostrou uma maior
atividade antimicrobiana da combinacdo macrogol e propilenoglicol, em relacdo ao grupo
com apenas propilenoglicol, porém, esse resultado deve provavelmente estar ligado as
maiores concentra¢fes dos antibioticos do que do tipo de veiculo utilizado, j& que para uma
consisténcia da pasta similar a usada clinicamente, uma concentracdo de 1.000 mg/mL é
necessaria (RUPAREL et al., 2012).

Cabe salientar, ainda, que o RET tem demonstrado casos de sucesso em dentes
maduros com polpa necrosada (PARYANI; KIM, 2013; SAOUD et al. 2016), além disso, um
recente estudo apresenta a possibilidade de uso da técnica em retratamento de dente imaturo,
0 que adiciona uma nova perspectiva a terapia. (CYMERMAN; NOSRAT, 2020).
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O equilibrio entre excelente atividade antimicrobiana e baixa toxicidade as células
humanas das substancias utilizadas para a reducdo microbiana em Endodontia e, mais
especificamente nas terapias regenerativas, deve ser um objetivo a ser alcancado. Os
resultados deste estudo mostram que a pasta de Ca(OH), e as pastas triantibidticas
modificadas e biantibioticas, em concentracfes baixas, tiveram um excelente desempenho na
desinfeccdo intratubular do biofilme bacteriano de E. faecalis, similar em algumas anélises as
pastas triantibidticas em altas concentragbes. Contudo, o Ca(OH), comparado aos
antibidticos, é uma substancia comum a pratica odontologica, sendo de facil disponibilidade,
além disso, ndo esté relacionado a alteragBes de cor e nem a indugéo de resisténcia bacteriana.
Ressalta-se que a Sociedade Europeia de Endodontia (2016) posiciona-se a favor do uso do
Ca(OH), ao invés do uso de antibioticos a fim de evitar alteracdes de cor. Outro aspecto que
deve ser levado em conta, é a maior dificuldade de remocédo da pasta antibidtica do SCR em
relacdo ao Ca(OH),, o que manteria a agdo da medicacdo por um periodo além do necessario
(BERKHOFF et al., 2014).

Levando-se em consideracdo as limitacGes de um estudo ex vivo e a necessidade de um
nimero maior de pesquisas com desenhos metodologicos diferentes, o presente estudo traz
como possivel contribuicdo a literatura cientifica, que as pastas triantibidtica modificada e
biantibidtica, em concentracfes de 5 mg/mL, além da pasta de Ca(OH),, exercem uma
importante atividade antimicrobiana sobre o biofilme de E. faecalis, e por estarem
relacionadas a menor citotoxicidade celular e alteragdes de cor da coroa dentaria, podem ser

consideradas escolhas mais adequadas para 0s casos de terapias regenerativas.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, de acordo com a metodologia apresentada, é
possivel concluir que as pasta triantibiotica modificada foia Unica combinacgdo de antibidticos
que apresentou resultados significativos de descontaminacgdo sobre o biofilme intratubular de
E. faecalis independente do veiculo testado, TAP/MPmod ou TAPmod, e consequentemente,
das concentracdes. Além disso, destaca-se o desempenho das pastas de hidrdxido de célcio e
biantibidtica com propilenoglicol (BAP) por apresentarem, em todas as analises, atividade
antimicrobiana superior ao grupo controle e por vezes similar aos grupos de maior
desempenho. Por isso, HC, TAPmod e BAP por exercem uma importante atividade
antimicrobiana intratubular sobre o biofilme de E. faecalis, podem ser consideradas

alternativas adequadas a desinfec¢do do SCR nos casos de terapias regenerativas.
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