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°C | Graus Celsius

pL | Microlitro

ADN | Acido desoxirribonucleico
ATCC | American Type Culture Collection
atm | Atmosfera(s)

BDH | Banco de Dentes Humanos

BHI | Brain Heart Infusion

C.a | Candida albicans

CHX | Gel de clorohexidina a 2%

CIM | Concentracéo Inibitéria Minima
cm | Centimetros

CO; | Diéxido de carbono

COEP | Comisséo de Etica em Pesquisa
CT | Comprimento de Trabalho

DX | Gel de doxiciclina a 3%




SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Ec. | Escherichia coli
E.f. | Enterococcus faecalis
EDTA | Ethylenediaminetetraacetic Acid
EDTA Nay | Ethylenedinitrilo Tetraacetic Acid Disodium Salt
et al. | e outros
EUA | Estados Unidos da América
Fc | Fator de correcao
| Grama(s)
| Hora(s)
1A | Instrumento Anatémico
IL | Nlinois
LPS | Lipopolissacarideo
MH | Muller Hinton
MIC | Minimum Inibitory Concentration
min | Minuto(s)
mL | Mililitro(s)
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n° | Nimero
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NaClO | Hipoclorito de sédio
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NCCSL | National Comittee for Clinical Laboratory Standards

NIT | Gel de nitrofurantoina a 3%

p | Nivel de significancia

P. a. | Pseudomonas aeruginosa

PBSC | Suspensao de penicilina, bacitracina, estreptomicina e caprilato de sédio
PC | Gel placebo

rpm | RotagBes por minuto

S. a | Staphylococcus aureus

S1 | Primeira colheita apés 21 dias de contaminacdo dos espécimes dentarios com E. faecalis
S2 | Segunda colheita apds 14 dias com medicacao intracanal

S3 | Terceira colheita apds 7 dias com caldo de BHI no interior do canal

SM | Sem Medicacao

SF | Soro Fisiolégico

SPSS | Statistical package for the social sciences

UEPG | Universidade Estadual de Ponta Grossa

UFC | Unidades Formadoras de Colénias
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar novas formulacbes de medicacbes
intracanal e verificar a acdo antimicrobiana destas em microrganismos
frequentemente implicados em casos de insucesso endodontico. As formulacdes
estudadas continham doxiciclina a 3% (DX) ou nitrofurantoina a 3% (NIT), tendo sido
usado como controlo positivo um gel de clorohexidina a 2% (CHX).

O estudo foi dividido em trés fases experimentais.

Na primeira fase, foi analisado o efeito antimicrobiano das formulagdes DX e NIT, na
presenca das bactérias de Gram positivo, Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus, das bactérias de Gram negativo, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, e do fungo Candida albicans através de testes de difusdo em agar e da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Com base na analise




RESUMO

descritiva dos resultados da difusdo em agar, a DX foi a que apresentou maior efeito
antimicrobiano, na generalidade das bactérias estudadas. Os resultados da NIT
foram inferiores aos da CHX em todas as bactérias do estudo, a excecao de E. coli.
Tanto a DX como a NIT evidenciaram-se inativas para C. albicans. A analise
descritiva da determinacdo da CIM revelou que a DX apresentou maior eficacia
comparativamente com a NIT, mas resultados inferiores quando comparada com a
CHX.

Na segunda fase, as novas formulacbes foram avaliadas pela sua acao
antimicrobiana, na superficie externa radicular, contra E. faecalis e eventual
capacidade de difusdo através dos canaliculos dentinarios. Foram usados 50 dentes
humanos (caninos), previamente instrumentados e esterilizados, distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos (n=10), e atribuida uma formulacéo diferente a cada
grupo: sem medicagcao (SM), controlo negativo; gel de clorohexidina a 2% (CHX),
controlo positivo; gel placebo (PC); gel de nitrofurantoina a 3% (NIT); e gel de
doxiciclina a 3% (DX). Preencheu-se o interior dos canais com as respetivas
formulacdes e fez-se a incubacdo dos dentes em placas de agar com E. faecalis. A
analise dos halos dos grupos em estudo demonstrou que a DX tem maior atividade
na face externa da raiz do que a CHX, e que a NIT e o PC nao evidenciaram acao

antibacteriana no exterior da raiz.

Na terceira e Ultima fase, avaliou-se a acao antimicrobiana, em canais radiculares
contaminados com E. faecalis. A formulacéo usada nesta fase foi a DX, uma vez que
foi a que obteve melhores resultados nas duas fases anteriores. Efetuaram-se
colheitas bacterianas em trés periodos de tempo distintos. A primeira colheita (S1)
realizou-se 21 dias depois da contaminacdo com E. faecalis; a segunda colheita (S2)
foi efetuada 14 dias apos a aplicacdo das formulacdes e a terceira colheita (S3), 7
dias depois da substituicdo das formulagbes por caldo de BHI (“Brain Heart
Infusion”). A contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL) foi
analisada através do teste de medidas repetidas (ANOVA) (p<0,05). Todas as novas
formulagBes diminuiram significativamente o numero de células bacterianas no
interior dos canais apoés os 14 dias (S2) sob a acdo da medicacao intracanal. Depois
do periodo de 7 dias com o caldo de BHI (S3), os valores de UFC de E. faecalis

: Acdo antibacteriana de diferentes medicagGes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva




RESUMO

mantiveram-se em valores baixos nos grupos DX e CHX. No grupo SM verificou-se
um aumento significativo para valores similares aos da contaminacdo inicial.
Verificou-se, assim, que a DX foi eficaz na desinfecdo dos canais, reduzindo
significativamente o numero de microrganismos apés 14 dias e demonstrando

alguma substantividade apés 7 dias.

Concluséo: Das duas formulagdes sugeridas neste estudo, o gel DX apresentou uma
eficacia maior sobre os microrganismos estudados (difusdo em agar e CIM),
corroborado pela acdo na superficie externa da raiz e no interior dos canais
radiculares. Na formulagcao apresentada, o gel DX pode ser considerado como uma
medicagdo intracanal alternativa, nomeadamente nos casos de insucesso

endodontico.

Palavras-chaves

Enterococcus faecalis, Endodontia, Doxiciclina, Nitrofurantoina, Clorohexidina




ABSTRACT

The present study aimed to introduce new intracanal medications and evaluate their
antimicrobial effect against endodontic microorganisms involved in most of the cases
of endodontic failure. The composition of the new formulations included 3%
doxycycline hydrochloride (DX) or 3% nitrofurantoin (NIT), and a 2% chlorhexidine
gel (CHX) was used as a positive control.

This study was divided into three phases.

The first phase evaluated the antimicrobial effect of the formulations DX and NIT
against Gram-positive bacteria, Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus,
Gram-negative bacteria, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, and fungus
Candida albicans. The formulations were tested using the traditional agar diffusion
test and the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) test. Based
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on the descriptive analysis of the agar diffusion test, DX presented a better
antibacterial effect for most bacteria in the study. NIT values were lower than the
CHX'’s for all bacteria, with the exception of E. coli. DX and NIT were found
ineffective for C. albicans. The descriptive analysis of MIC showed that DX was more
effective than NIT, but when compared with CHX; it presented a lower antimicrobial

effect.

The second phase evaluated the antimicrobial effect against E. faecalis on the
external root surface and the ability of diffusion through dentinal tubules of the new
intracanal medications. Fifty human canine teeth were instrumented, sterilized and
randomly divided into 5 groups of 10 teeth each, according to the formulation used as
intracanal dressing: teeth sealed without medication (SM), negative control; CHX,
positive control; placebo gel (PC); NIT and DX. After filling the root canals with the
formulations, the teeth were incubated in the agar plates seeded with E. faecalis. The
analysis of the halos revealed that DX had a larger inhibitory zone than CHX, while
PC and NIT showed no antibacterial effect on the external root surface.

The last phase evaluated the antimicrobial activity on infected root canals with E.
faecalis. The chosen formulation was DX, as it obtained the best results on previous
phases. Microbial samples were collected during three different time periods. The
first sample (S1) was collected 21 days after contamination with E. faecalis; the
second sample (S2) was collected 14 days under the effect of the intracanal
medication, and the third sample (S3) 7 days after replacing the medication by BHI
(Brain Heart Infusion) broth. The count of Colony Forming Units (CFU/mL) was
statistically analyzed by repeated measures test (ANOVA) (p<0,05). All intracanal
dressings significantly reduced the number of bacterial cells in the root canal after 14
days with medication (S2). After a period of 7 days with BHI broth (S3), the CFU
counts of E. faecalis remained at low values in DX and CHX groups. The SM group,
however, showed a significant increase of CFU in this period, to values similar to
those of the initial contamination. These results show that DX was effective in
eliminating E. faecalis from the root canal system, significantly decreasing the
number of microorganisms after 14 days with medication and suggesting some
substantivity after 7 days.




ABSTRACT

Conclusion: From the two formulations suggested in this study, DX presented better
antimicrobial effect against the microorganisms in the study (agar diffusion and MIC),
supported by the effect on the external root surface and inside the root canal system.
This new formulation containing DX can be considered as a possible intracanal

dressing, namely in cases of endodontic failure.

Key words
Enterococcus faecalis, Endodontics, Doxycycline, Nitrofurantoin, Chlorhexidine
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INTRODUCAO

Os microrganismos tém um papel etiolégico crucial nas doencas pulpares e
periapicais ' 2. Assim, o objetivo principal do tratamento destas situacdes clinicas
passa pela sua eliminacdo, permitindo, na maioria das vezes, a resolucdo do
problema ®. Estes microrganismos desenvolvem-se no interior dos canais
radiculares, sob a forma de biofilmes sésseis. O éxito do tratamento endodéntico
estara dependente da eficacia da sua completa erradicacdo antes da obturacao, ou,

pelo menos, da reducdo microbiana para valores suscetiveis de permitir a cura 4.

O insucesso do tratamento endodbntico tem sido atribuido a persisténcia de
microrganismos no interior dos canais, 0s quais sobrevivem a preparacdo mecanica
e quimica destes ®?. Neste tipo de infecdes secundarias, os microrganismos E.

faecalis e C. albicans s&o frequentemente isolados, por vezes em monoinfecoes 9.




INTRODUCAO

Devido a complexidade do sistema de canais radiculares, a acdo mecéanica e
guimica dos instrumentos e solugdes irrigadoras nao €, por vezes, suficiente para a
total eliminacdo dos microrganismos. Surge, por isso, a necessidade de
complementar o tratamento quimico-mecanico com uma medicacdo intracanal, de
forma a atingir microrganismos mais resistentes, presentes em locais menos
acessiveis. Esta medicacéo devera atuar no limen do canal principal ©*? e difundir-
se através dos canais acessorios e tubulos dentinérios, aumentando, desta forma, a
possibilidade de atingir um maior nimero de microrganismos e melhorar a taxa de

sucesso do tratamento endodéntico %19,

A medicacdo intracanal ideal devera possuir um amplo espetro de acéo
antimicrobiano, ter capacidade de difusdo, e ndo apresentar citotoxicidade para os

tecidos envolventes ®° 19,

Apesar da grande variedade de medicacdo intracanal existente, ha estudos que
evidenciam que a pasta de hidroxido de calcio é a que se aproxima mais da
formulacdo ideal " ¥ No entanto, esta ndo se mostrou igualmente eficaz para

todos os microrganismos isolados nos canais radiculares ™.

O gluconato de clorohexidina foi recentemente introduzido devido ao seu amplo
espetro antibacteriano * 2V, Este inclui grande parte dos microrganismos existentes
na cavidade oral, como bactérias de gram positivo e negativo, esporos bacterianos e
virus lipofilicos ®*?”). Devido a esta caracteristica e ao facto de apresentar continua
disponibilidade em niveis terapéuticos “®3%, o seu uso em Endodontia tem sido
proposto tanto sob a forma de solugéo de irrigacdo como de medicacdo intracanal
(132 A clorohexidina é também caracterizada pela sua capacidade de inibir a matriz
metaloproteinase da dentina “?, apresentar uma elevada substantividade ® 3% e ter
uma acdo mais eficaz na eliminacdo de E.faecalis e C. albicans, comparativamente

ao hidréxido de célcio ¢339,
No grupo das medicag¢fes intracanal estdo também incluidos alguns antibidticos. As

tetraciclinas apresentam um amplo espetro de acéo ®®. A capacidade bacteriostatica
®®) deste grupo de antibiéticos pode ser considerada vantajosa, uma vez que néo
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INTRODUCAO

promove a lise bacteriana e a consequente libertacdo de antigénios, nomeadamente

% para além da atividade antibacteriana, as tetraciclinas tém

endotoxinas
propriedades anti-inflamatérias, as quais poderdo influenciar a cicatrizacao dos
tecidos periapicais ®”. Este grupo de antibiéticos foi ja usado em Endodontia, tanto

em formulacdes de irrigacdo Y como em medicacao intracanal ©®.

Em 2003, foi introduzida uma solucéo de irrigacdo, MTAD ©®| constituida por uma
mistura de doxiciclina a 3%, &cido citrico a 4,25% e um detergente a 0,5%
(polissorbato 80) ®%. Segundo alguns estudos, esta formulacdo apresentava-se
como uma solucao de irrigacdo promissora tanto pelo efeito antibacteriano face ao
E. faecalis “>*? como pela biocompatibilidade tecidular “®. No entanto, a acidez
desta solucdo (pH=2,15) revelou poder ser a causa de alteracdes estruturais na

dentina radicular “* 9,

A nitrofurantoina, frequentemente usada nas infe¢bes do trato urinario, € eficaz
contra grande parte das bactérias de Gram negativo e de Gram positivo, incluindo E.
faecalis “®°%. Alguns estudos demonstraram que a nitrofurantoina é mais eficaz que

a doxiciclina na eliminacéo de E. faecalis ®% 5.

O objetivo deste estudo foi propor duas novas formulagdes de medicacgao intracanal,
utilizando antibioticos, e avaliar, in vitro, qual teria a melhor capacidade de difusao, a
menor concentracdo inibitéria minima (CIM) e o melhor potencial antimicrobiano
como medicacao intracanal, quando em contacto com alguns dos microrganismos

frequentemente isolados em casos de insucesso endodontico.
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CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

~

Muitos dos fracassos endodénticos sdo atribuidos a proliferacdo bacteriana que
permanece ap0s a preparacdo biomecéanica e obturacao dos canais radiculares, ou
ainda devido a recontaminac¢éo causada pela perda de selamento coronario e/ou por

a @ 525 Outros fatores como a falha no isolamento

uma obturacédo inadequad
absoluto durante o tratamento endoddntico e a instrumentagdo inadequada, bem
como a nao detecdo de todos os canais radiculares existentes, podem conduzir a
insucessos ®. Mesmo com um tratamento endoddntico meticuloso e cuidado, os
fracassos podem ainda surgir devido a complexidade anatomica do sistema canalar.
Este fator é o responsavel pela nédo instrumentacao e obturacdo das zonas de dificil
acesso do sistema radicular, mesmo recorrendo as diversas técnicas e materiais
inovadores ®?. Existem ainda outros aspetos, ndo microbianos, que podem induzir
uma inflamagéo periradicular mas que, devido a sua natureza ndo microbiana,

encontram-se normalmente associados a uma reacdo transitéria. Ha4 ainda autores
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gue sugerem o envolvimento de fatores ndo microbianos intrinsecos ou extrinsecos,
na origem de lesdes periradiculares persistentes ©7.

No que diz respeito a etiologia microbiana, esta pode dever-se a fatores
dependentes da restauracao, como as propriedades quimicas e fisicas dos proprios
materiais, e a fatores decorrentes do tratamento endodéntico, como as diferentes

técnicas de obturacdo, bem como a presenca ou auséncia de smear layer © 5255 %8

) Estas situacdes de infiltracdo vdo permitir o acesso de microrganismos da
cavidade oral e substancias irritantes ao interior do canal obturado, com eventuais
repercussdes nos tecidos periapicais, podendo por em causa 0 sucesso do

tratamento 6 60-62),

Ha estudos que comprovam que a periodontite apical pés-tratamento endoddntico
(periodontite secundaria) apresenta uma contagem bacteriana mais baixa e com um

menor nimero de espécies, comparativamente com a periodontite apical primaria @
63-67)

As bactérias isoladas nos casos de periodontite secundaria sdo predominantemente
de Gram positivo. Através de técnicas de cultura sao isoladas, com elevada
prevaléncia, bactérias anaerbébias facultativas, tais como Enterococcus,
Streptococcus e Actinomyces; anaerObias estritas como Peptostreptococcus; e
fastidiosas como Dialister pneumosintes e Filifactor alocis .

Nos casos de periodontite apical pés-tratamento endoddntico, ainda se realca a
presenca de E. faecalis e C. albicans pela sua frequéncia e elevada prevaléncia em
relacdo as primarias (" ®. Nestas situacdes, a presenca do E. faecalis é mencionada
por varios autores @ 63 64.66.67)

O E. faecalis é caracterizado pela sua resisténcia a maioria da medicagéo intracanal
com principal destaque para a pasta de hidréxido de calcio * ¢ 1% 679 sequndo
Evans (2002), este facto deve-se ndo tanto a uma resposta adaptativa ao pH
alcalino através da sintese de proteinas, mas sim ao funcionamento de uma bomba
de protbes capaz de acidificar o citoplasma, controlando desta forma o pH interno da
bactéria ”. Uma outra caracteristica de E. faecalis é a sua capacidade de resistir a
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longos periodos de escassez ou mesmo auséncia de alimento, recuperando o
suporte nutricional para a sua sobrevivéncia assim que entra em contato com um
meio rico em nutrientes. Consegue, desta forma, manter as suas propriedades
patogénicas durante o tratamento endodéntico e consequentemente o potencial de

manter a infegéo V.

Contudo, continua a ser necessario confirmar, através de estudos controlados, se E.
faecalis € o patogénico de maior relevancia nos casos de insucesso endodontico.
Todo este conhecimento taxondmico da populacdo microbiana dos canais
radiculares € frequentemente baseado em técnicas de cultura microbiolégica. A
aplicacdo de métodos de genética molecular aumentou o conhecimento sobre o
espetro da populacdo microbiana endodéntica, para além de ter confirmado muitos

a > 7 Com os

dos resultados obtidos através das técnicas de cultura classic
avancos da biologia molecular sera possivel compreender um pouco mais sobre a
complexa interacé@o entre os fatores microbiol6gicos e o hospedeiro, e assim ter uma
imagem mais clara sobre a patogénese da doenca do ponto de vista subcelular >
) Os avancos verificados na técnica de sequenciacdo do ADN e na biologia
computacional tém também contribuido tanto para o conhecimento da populacdo

microbiana como da etiopatogenia da periodontite apical 2.

A preparagdo quimica e mecénica dos canais reduz substancialmente a carga
microbiana no seu interior. Contudo, estes estudos revelam que existem bactérias
gue poderdo manter-se viaveis apds a preparacdo do canal, podendo multiplicar-se
durante o periodo entre sessdes. O uso de medicacdo intracanal com propriedades
antibacterianas podera ajudar a evitar estas situacdes *"®. Esta medicacdo podera
eliminar ou inibir a proliferacdo de bactérias resistentes a preparacdo quimica e
mecanica dos canais, prevenindo a reinfecdo por bactérias oriundas da cavidade

bucal, mesmo que por qualquer motivo o canal fique exposto a esta ©3 7879,

A medicacéao intracanal deve ter um amplo espetro antimicrobiano, ndo deve ser
citotoxica e deve ter propriedades fisico-quimicas que permitam a difusdo através
dos tubulos dentinarios e das ramificacdes laterais do sistema de canais radiculares

(15,18 Estes farmacos ndo devem interferir com a integridade da estrutura dentinaria,
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sob o risco de comprometerem o sucesso de possiveis intervencdes de reabilitacdo
(80, 81)

Véarias foram as substancias propostas para serem usadas como medicacdo
intracanal. Dentre elas o hidroxido de célcio, o paramonoclorofenol canforado, a

clorohexidina e ainda os antibiéticos de aplicacéo tépica.

O hidréxido de célcio, forte substancia alcalina, € uma das medica¢c6es mais comuns
pois possui grande parte das propriedades ideais de uma medicacdo intracanal.
Destaca-se quer pelas suas propriedades antimicrobianas, quer pelas biolégicas. A
sua acao antimicrobiana esta relacionada com a dissociacdo i6nica dos ibes de
calcio e hidroxilo, e com o seu efeito toxico sobre as bactérias através da inibicdo
das enzimas das membranas citoplasmaticas, que induzem alteracbes nos
componentes organicos e no transporte de nutrientes @ %8 82 perante isto, e devido
ao pH de 12,5 do hidréxido de calcio, varias bactérias encontradas nos canais

@3, Para

radiculares infetados, séo inviabilizadas apés um curto periodo de tempo
gue o hidréxido de calcio seja eficaz como medicacédo intracanal, os ides hidroxilo
devem ser capazes de difundir através dos tubulos dentinérios e tecido pulpar.
Contudo, foi comprovado que o valor do pH diminui a medida que aumenta a

distancia ao limen do canal radicular .

Para além deste fator, alguns autores demonstraram que o pH da dentina pode
permitir a sobrevivéncia ou crescimento de determinadas estirpes bacterianas, uma
vez que a grande maioria cresce em ambientes com um pH entre 6 e 9 ¢7 89,
Porém, a medicac¢ao intracanal com hidroxido de calcio continua a ter um papel
fundamental em Endodontia, sendo indicada para varias situagdes clinicas.

Outra medicacdo frequentemente usada em Endodontia € o paramonoclorofenol
canforado. E um derivado fendlico que, apesar de ter um efeito toxico nos tecidos
periapicais, tem uma elevada atividade antisséptica. Para reduzir esta toxicidade e
ao mesmo tempo manter, ou aumentar, a atividade antimicrobiana, tém sido
propostas combinagfes do paramonoclorofenol com diferentes agentes, veiculos e

métodos de aplicacdo 3 8+ 89,
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No caso da associacao do hidroxido de calcio com o paramonoclorofenol, verificou-
se que esta mistura apresenta um espetro antibacteriano mais abrangente,
eliminando microrganismos resistentes ao hidroxido de calcio, e sendo mais rapido
na sua eficacia antibacteriana quando comparado com o hidréxido de calcio
misturado com veiculos inertes como a agua, soro ou glicerina. O raio de acao
antibacteriana também € maior, uma vez que atua em microrganismos que se
encontram afastados do local preenchido pela pasta de hidréxido de céalcio ¢ 869
Este facto deve-se aos compostos fendlicos que possuem uma baixa tensdo
superficial, conseguindo, mais facilmente, passar através dos ttbulos dentinarios V.
Relativamente a resposta dos tecidos periapicais, esta associacdo de hidroxido de
calcio com o paramonoclorofenol canforado tem apresentado bons resultados. Com
esta associacdo ha libertacdo de sais de célcio paramonoclorofenolato juntamente
com os grupos hidroxilo, ambos bactericidas. Estudos comprovaram que a resposta
tecidular € favorecida pela libertacdo lenta desses sais de caélcio
paramonoclorofenolato, em concentracdes que nao induzem a destruicdo dos
tecidos ©* 92,

O digluconato de clorohexidina € uma “bis-bis-guanida” de natureza cati6nica com
propriedades antibacterianas, antissépticas, com alguma substantividade e baixa
toxicidade em mamiferos > 2" %) Gracas a estas caracteristicas, tem sido usada
em varias areas da Medicina Dentaria e também em Endodontia como solucao de
irrigacdo ®* °*¥ e medicacao intracanal © % %), O seu mecanismo de acdo deve-se a
interacdo da carga positiva da molécula com a carga negativa dos grupos fosfato

existentes nas paredes celulares dos microrganismos ‘6 %

, que vao provocar a
perda irreversivel de constituintes citoplasmaticos, inibicdo enzimatica e danos na
membrana celular ?® 2% 27 90 A clorohexidina a baixas concentracdes provoca a
perda de substancias de baixo peso molecular, resultando num efeito
bacteriostatico. Em elevadas concentracdes, a clorohexidina tem um efeito

bactericida devido a precipitacdo e/ou coagulacdo de componentes citoplasmaticos
(96, 98)
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O espetro antibacteriano da clorohexidina € bastante amplo abrangendo grande
parte dos microrganismos presentes na cavidade oral, incluindo bactérias de Gram
positivo, negativo, esporos bacterianos, virus lipofilicos #??”. Tem ainda capacidade
de inibicdo das metaloproteinases da matriz dentilaria “?. Quando comparada com o
hidroxido de célcio, apresenta uma eficacia superior na eliminacédo de E. faecalis e

C. albicans existentes nos tubulos dentinarios 3 34,

A clorohexidina, no entanto, apresenta algumas desvantagens como a incapacidade
de dissolver tecidos organicos, a formacéo de precipitados quando em contato com

o hipoclorito de sédio, entre outras sem relevancia no tratamento endoddntico > %%

101)

Ao longo dos anos, todas estas substancias tém sido estudadas e avaliadas, com o

intuito de perceber a sua acéo e qual a melhor forma e concentracao a utilizar %2,

Alguns autores ®” efetuaram estudos comparando a acdo do paramonoclorofenol
canforado, do hidréxido de calcio e da sua associacdo perante bactérias como
Actinomyces israelli, Fusobacterium nucleatum e E. faecalis, verificando que o
paramonoclorofenol canforado aumentava o efeito antibacteriano do hidréxido de

célcio. Lima et al 1%

, comparando a acdo do hidréxido de calcio e da sua
combinagao quer com paramonoclorofenol canforado, quer com clorohexidina 0,4%,
verificaram que as medicacBes com hidroxido de calcio tém capacidade de reduzir
significativamente o numero de colénias de E. faecalis do sistema de canais
radiculares. Outros ensaios clinicos ' 7® 199 avaliaram a eficacia do hidréxido de
calcio, da clorohexidina 2% e da combinacao dos dois, constatando que todos tém
acao antimicrobiana quando em contacto com E. faecalis. No entanto, foi a

clorohexidina 2% que apresentou maior eficacia.

Os antibidticos tém sido usados no tratamento e prevencao de infecées bacterianas,
em varias areas da Medicina e Medicina Dentaria, podendo ser de administracédo
sistémica ou aplicacado topica. A Endodontia € uma dessas areas, sendo atualmente

a aplicacéo tépica (intracanalar) de antibiéticos um assunto controverso 1% 1),
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Aparentemente, é visivel a eficacia do uso de antibidticos sistémicos para
complementar/coadjuvar determinados procedimentos endodénticos cirlrgicos e
nao-cirargicos. Contudo, a sua administracéo deve ser bem ponderada uma vez que
a ela estard sempre associado o risco de reacBes adversas sistémicas como por
exemplo, reacbes alérgicas, de hipersensibilidade, de toxicidade e desenvolvimento

g (107-209)

de resisténcia Além disso, a administracdo sistémica de antibidticos

depende da circulacdo sanguinea para conseguir levar o composto ativo até ao local
da infecdo, que poderd j& ndo possuir uma vascularizacdo normal 7 199
Infelizmente, a cavidade pulpar de um dente com polpa necrosada € uma cavidade
isolada, de dificil acesso ao sistema imunitario local *%. Além disso, e uma vez que
a sua vascularizacdo estd comprometida, a concentracdo de antibidtico que
consegue alcancar o espaco do canal radicular apés a administracdo sistémica €
minima, ndo conseguindo inibir o crescimento bacteriano @9 1% 1% Devido &
ineficacia dos antibiéticos sistémicos, no que diz respeito aos dentes com polpa
necrosada e tecidos periradiculares, a administracao tépica de antibi6ticos podera

ser um modo mais efetivo de aplicacéo e de distribuicdo dos compostos ativos ** 1°7:
109, 111-113)

Nos casos de periodontite apical persistente, pode haver vantagens na aplicacao
topica de antibacterianos, especialmente apdés uma cuidadosa cultura e testes de
sensibilidade, para que seja selecionado o0 agente mais apropriado de acordo com o
tipo de microrganismos implicados ***. Com este tipo de aplicacdo pretende-se que
haja um efeito terapéutico mais eficaz sobre a infecdo e em doses muito mais baixas
gue as usadas na administracdo sistémica, com a consequente diminuicdo do risco

de efeitos secundarios.

O primeiro relato do uso de antibiético com acdo local foi em 1951, quando
Grossman usou uma pasta poliantibidtica conhecida como PBSC ™. A sua
constituicdo incluia penicilina, bacitracina, estreptomicina e caprilato de sodio, mas
era ineficaz contra as principais espécies bacterianas responsaveis pelas patologias
endoddnticas 2.
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Posteriormente, surge a pasta Ledermix® & base da combinac&o de uma tetraciclina
e um corticosteroide *®, com capacidade de difusdo através dos tiibulos dentinarios
e cemento até aos tecidos periodontais e periapicais *'®. Demonstrou-se que esta
medicacdo ndo provoca danos no ligamento periodontal e que é eficaz no
tratamento da reabsorcao radicular progressiva, em dentes com lesdes traumaticas

(107 113 "Uma desvantagem é a descoloracdo dos dentes, quando a sua aplicacdo

nao se restringe a area infra gengival ",

A mistura de Ledermix® com hidréxido de célcio estaria indicada para dentes com
polpa necrosada e formagcdo incompleta da raiz, perfuracdes, reabsorcoes
radiculares inflamatérias e no tratamento de grandes lesdes radioltcidas ** 3. Esta
associacao apresenta uma difusdo mais lenta dos componentes permitindo que o
medicamento fique mais tempo no interior dos canais ™®. Porém, existe um estudo
gue sugere que alguns medicamentos ndo devem ser usados em associacao
guando se trata de dois produtos com elevada atividade antimicrobiana, uma vez
gue os efeitos sobre determinados microrganismos podem nao ser nem aditivos,

nem sinérgicos ™9,

Septomixine Forte® surge da combinac&o de dois antibiéticos, neomicina e sulfato de
polimixina B, mas a sua aplicagdo nédo foi efetiva na inibicdo do crescimento das

(120 Tanto o Ledermix® como o Septomixine

bactérias residuais, entre sessbes
Forte® ndo parecem ser a medicacéo intracanal mais indicada, uma vez que 0s seus
espetros de acdo nao abrangem as bactérias mais frequentemente relatadas nas

lesbes endodonticas %,

Ja a clindamicina é eficaz contra muitos dos microrganismos presentes nas lesdes

endodonticas 0% 119

Contudo, a sua atividade parece estar limitada,
temporalmente, a 14 dias “*®. Apesar disso, ndo oferece vantagens relativamente a

medicacao intracanal convencionalmente usada, como o hidréxido de célcio ©2.

A pasta triantibiotica a base de ciprofloxacina, minociclina e metronidazol, tem sido
mencionada como bastante eficaz na desinfecdo do sistema de canais radiculares

(1071139 "Hoshino et al. investigaram o efeito antibacteriano da pasta triantibiética com
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e sem a adicao de rifampicina, em bactérias de canais radiculares infetados e em
bactérias de dentina cariada e polpa infetada. Verificaram que, isoladamente, as
drogas ndo conseguem eliminar as bactérias na totalidade mas séo eficazes quando

usadas em conjunto 2%,

Mais tarde surge na literatura evidéncia de uma solucdo de irrigagdo designada por
MTAD, eficaz na eliminagéo de E. faecalis, constituida por um antibi6tico, tetraciclina
(doxiciclina), um agente desmineralizante (acido citrico) e um detergente (Tween 80)
(39.43) " Apesar da doxiciclina ndo ser o antibiético mais especifico para a eliminacédo
de E. faecalis **?, é usada em alguns compostos para esse fim, em Endodontia. A
solucdo de irrigacdo supracitada é um desses casos e ha varios estudos que
demonstram essa eficacia “** 12%12% A inclusdo do detergente no MTAD tem como
objetivo reduzir a tensédo superficial e aumentar a capacidade de humedecer as
paredes do canal, permitindo uma melhor penetracdo da substancia nos tubulos

dentinarios e outros espacos irregulares © 122,

A nitrofurantoina é um agente antimicrobiano sintético “” que apresenta atividade
bactericida e bacteriostatica sobre um elevado nimero de bactérias 0. E
frequentemente utilizada nas infe¢cdes do trato urinario, tendo eficacia comprovada
contra muitas bactérias de Gram positivo e negativo, incluindo E. faecalis “¢°9.
Estudos demonstraram que a nitrofurantoina poderia estar indicada no tratamento
de infecbes causadas por E. faecalis “” e que, relativamente a esta bactéria,

apresentaria uma maior eficacia quando comparada com a doxiciclina ©* %%,

Entre as sessdes de tratamento e pds-obturacdo é geralmente utilizado um material
de obturacdo proviséria. Este material deverda prevenir a entrada de fluidos,
microrganismos e outros detritos para o interior do canal. Além disso, deve manter o
selamento permitindo a atuacdo da medicacdo entre sessdes, e assim garantir o

sucesso do tratamento endodéntico ©& 59 126-130)

Assim, ha véarios fatores que podem influenciar o sucesso do tratamento endoddntico
dos quais se destacam o grau de infiltracdo, a presenca e tipo de restauragéo, o
tempo de exposicdo bacteriana, o tipo de medicacdo intracanal e a qualidade da
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obturacdo endodbntica, bem como o grau de viruléncia dos microrganismos
infiltrados ©®®. Uma vez que n&o ha estudos que comprovem uma correlacéo entre
infiltracdo de fluidos e bactérias “*V, a informacdo que é obtida através de estudos
bacterianos é fundamental no contributo para a selecdo de protocolos com uma

maior relevancia clinica e biolégica 2.
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OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar, in vitro e em dentes humanos, o comportamento de novas formulacdes de

medicagéao intracanal contra Enterococcus faecalis.

3.2 ESPECIFICO

1. Avaliar a acdo antimicrobiana dos géis NIT e DX quando em contato com os
microrganismos E. faecalis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans, testados
pelo método de difusdo em agar e pelo CIM.




OBJETIVOS

2. Avaliar a acdo antimicrobiana dos géis NIT e DX como medicacao intracanal, na

superficie externa da raiz a partir de uma adaptacdo do método de difusédo em agar.

3- Avaliar a acdo antimicrobiana do gel DX como medicacgao intracanal, em dentes

contaminados com E. faecalis, a partir de colheitas dos canais radiculares e cultura
classica.
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METODOLOGIA DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

4.1 DELINEAMENTO DO TRABALHO
EXPERIMENTAL E SELECAO DOS DENTES

O delineamento do trabalho experimental envolveu 3 fases. Na primeira analisou-se,
gualitativamente, a acdo antimicrobiana dos medicamentos manipulados para este
estudo quando em contato com cinco espécies de microrganismos, envolvendo
bactérias de Gram positivo, de Gram negativo e um fungo (Figura 1). Na segunda
fase verificou-se a acao antimicrobiana e a capacidade de atuacdo na superficie
externa da raiz (difusdo através dos canaliculos dentindrios) dos medicamentos

manipulados, usando culturas de E. faecalis em placas de agar (Figura 2). Na




METODOLOGIA DO TRABALHO EXPERIMENTAL

terceira e Ultima fase avaliou-se, in vitro, a acdo antimicrobiana da DX como
medicagdo intracanal em dentes infetados com E. faecalis, com o recurso a colheitas

dos canais radiculares e cultura classica (Figura 3).

Para este estudo foram utilizados 50 dentes caninos humanos extraidos e
desinfetados com 0,5% de cloramina, conservados em agua destilada e utilizados
antes de seis meses de armazenamento. Os elementos foram selecionados
individualmente, considerando os seguintes critérios de inclusdo: auséncia de cérie
ou fraturas, auséncia de restauracoes, auséncia de dilaceracdes radiculares e néo
existéncia de tratamento endoddntico prévio. Foram obtidos no Banco de Dentes
Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (BDH-UEPG) tendo sido
protocolados e devidamente aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (COEP-UEPG), cujo documento de
aprovacao se encontra em anexo (protocolo:8876/12).
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Preparagdo e instrumentagdo dos espécimes dentarios

Esterilizacao

[Contaminagéo Enterococcus faecalis ]

Incubacgao 36°C / 21 dias

19 colheita bacteriana (S1)

Grupos experimentais

el

[Grupo sem medicagéoj[Grupo Clorohexidina 2% j[Grupo Doxiciclina 3%]

[Aplicagéo de medicacao no interior dos canaisj

Incubacdo 36°C / 14 dias

20 colheita bacteriana (S2)

[Solugéo de BHI no interior dos canais]

Incubacao 36°C / 7 dias

39 colheita bacteriana (S3)

Figura 3 - Cronograma da terceira fase do trabalho experimental.

Avaliagéo in vitro da a¢do antimicrobiana da DX como medicagéo intracanal em dentes infetados

com E. faecalis, com recurso a colheitas dos canais radiculares e cultura classica.
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4.2 ESTIRPE DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos usados neste estudo fazem parte da American Type Culture
Collection (ATCC), estirpes existentes no stock do Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Odontologia da UEPG:

- Enterococcus faecalis (ATCC n° 29203),

- Staphylococcus aureus (ATCC n° 29213),

- Escherichia coli (ATCC n° 25922),

- Pseudomonas aeruginosa (ATCC n° 27853),

- Candida albicans (ATCC n° 90028).

4.3 PREPARACAO DAS SUBSTANCIAS AUXILIARES
A SEREM UTILIZADAS

Para a execucdo das preparacdes auxiliares utilizou-se, quando necessario, uma
balanca (Gettaka, BG 2000, Sao Paulo-Brasil), bem como o agitador mecanico
eletronico mini Q235 (Quimis — Modelo: 235-2, Sdo Paulo-Brasil) (Figura 4).

Figura 4 - (A) Balanca e (B) agitador mecanico eletrénico mini Q235.
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GEL BASE DE HIDROXIETILCELULOSE (NATROSOL®) A2%-—1L

Juntou-se 20g de hidroxietilcelulose a 2%, com 1g de metilparabeno e agua
destilada até perfazer os 100mL. Levou-se a lume brando mexendo lentamente com
uma espatula. Assim que comecou a ferver e a ganhar consisténcia, retirou-se do

lume e deixou-se arrefecer (Figura 5) ¢3 133135

Figura 5 - Gel Base de Hidroxietilcelulose a 2% (Natrosol®).

GEL DE CLOROHEXIDINA A 2% — 100G (CHX)

Num almofariz juntou-se 10g de digluconato de clorohexidina, 50g de propilenoglicol
e 0,5g de Tween 80, misturando cuidadosamente até ficar homogéneo. Num goblet
pesou-se 39,59 de gel base Natrosol® 2% e adicionou-se a preparacdo anterior

mexendo até ficar um composto homogéneo com 100g de peso final (Figura 6 — M)
(43, 133-135)

GEL PLACEBO 100G (PC)

Misturou-se num almofariz 50g de propilenoglicol com 0,5g de Tween 80. Num
goblet pesou-se 0,76g de fosfato de sédio monobasico anidro (NaH,PO,), 1,949 de
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fosfato de disédico anidro (Na,HPO,) e 41,8g de gel base Natrosol® 2%, mexendo
muito bem até dissolver todo o fosfato. A este preparado foi adicionado o anterior,
tendo-se misturado até se obter um composto homogéneo com 100g de peso final
(Figura 6 - N) (43 133139),

GEL DE NITROFURANTOINA A 3% - 100G (NIT)

Colocou-se 3g de nitrofurantoina num almofariz, triturou-se e, em seguida,
dissolveu-se em 50g de propilenoglicol e 0,59 de Tween 80. Num goblet juntou-se
0,769 de NaH,PO,, 1,94g de Na,HPO, e 43,8g de gel base Natrosol® 2%, mexeu-se
bem até dissolver todo o fosfato. A este preparado foi adicionado o anterior, tendo-

se misturado até se obter um composto homogéneo com 100g de peso final (Figura
6 - 0) (43, 133-135)

GEL DE DOXICICLINA A 3% - 100G (DX)

Juntou-se e triturou-se num almofariz 3,33g de cloridrato de doxiciclina (equivalente
a 3g de doxiciclina) e 0,1g de metabissulfito de sédio (Figura 6 — B). Em seguida
dissolveu-se com 50g de propilenoglicol e 0,5g de Tween 80 (Figura 6 - C,D). Num
goblet juntou-se 0,76g de NaH,PO,, 1,94g de Na,HPO, e 43,37g de gel base
Natrosol® 2% e mexeu-se bem com uma vareta (Figura 6 — E, F, G). A este
preparado foi adicionado o anterior até se obter um composto homogéneo com peso
final de 100g (Figura 6 — H, I, J, P, L) “3 133-13%),
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Figura 6 - Preparacdo das diferentes medicagdes intracanal: (A) material utilizado, (B)
cloridrato de doxiciclina (Fc 1,11g), (C) propilenoglicol, (D) dissolucdo do cloridrato de
doxiciclina, 0,1% de metabissulfito de sddio, propileno e Tween 80, (E) Na,HPO,, (F) NaH,PO,,
(G) gel base Natrosol® 2%, (H) juncéo das duas preparacg0es, (I,J) homogeneizagcdo com vareta
e agitador mecanico, (K,L) produto final da manipulagdo do gel DX, (M) CHX, (N) PC, (O) NIT,
(P) DX.

4.3.2 SOLUCOES DE IRRIGACAO

SOLUCAODEEDTAA17%-1L

Para a preparacao de 1L da solucéo, inicialmente pesou-se 170g EDTA Naz, mediu-
se 92,5 mL de NaOH 20% e ferveu-se 1L de agua destilada (Figura 7- A).
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Num baléo de diluicao de 1L juntou-se o EDTA e a agua fervida até cerca de 500mL.
Adicionou-se o0 NaOH 20% e agitou-se bem até dissolver o p6. Em seguida, sem
parar de mexer, adicionou-se o resto da agua até perfazer o volume pretendido.

Filtrou-se e armazenou-se a solucdo numa garrafa de plastico (Figura 7- B) “3 3%
135)

Figura 7 — (A) Preparacao da solucdo de EDTA a 17% com EDTA Na2, NaOH 20% e agua

destilada. (B) Filtracdo da solucao para garrafa de plastico apés dissolucéo.

SOLUCAO DE HIPOCLORITO DE SODIO (NACLO) A 5,25%

Antes de todo o processo foi necesséario efetuar uma titulacdo para confirmar a

concentracgao real da solucédo de NaClO. (Concentracao real = 9,56%)

A partir da percentagem obtida, calculou-se o Fc através da férmula: Fc=
100/Poténcia (%). (Fc=10,46)

Para obter uma solucdo de NaClO a 5,25% (1730mL), mediu-se numa proveta 780
mL de agua destilada e 950 mL solucdo de NaClO comercial. Ap6s a juncao das
duas solu¢bes num baldo volumétrico, misturou-se bem e armazenou-se a solucao

(Figura 8) (43, 133-135)




METODOLOGIA DO TRABALHO EXPERIMENTAL

Figura 8 - Preparacdo da solugdo de NaClO a 5,25% a partir da juncdo de agua destilada e
NaClO comercial.

4.3.3 SOLUCOES NEUTRALIZANTES

O uso da substéancia neutralizante, de acordo com o agente antimicrobiano utilizado
durante o tratamento, irA minimizar a interferéncia poés-tratamento destas
substancias quimicas que, se transportadas para o0 meio de cultura, poderdo

provocar resultados falsos negativos.

Através da Tabela 1 verifica-se que este agente varia consoante a substancia em

guestao.
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Tabela 1 — Agentes neutralizantes de acordo com o tipo de composto(l35).

SUBSTANCIA AGENTE NEUTRALIZANTE CONCENTRAGAO

Clorohexidina Lecitina +Tween 80 0,5% +1,0%

Composto quaternério de amdnio

. 0 0
(Nitrofurantoina) Lecitina +Tween 80 0,5% +1,0%

Composto fendlico

0,
(Doxiciclina) Tween 80 1,0%

Perante isto, preparou-se uma solucdo neutralizante de lecitina +Tween 80 com a
concentracao de 0,5% +1,0%, que abrangeu todos os compostos 3%

SOLUCAO DE 0,5% DE TWEEN 80 EM 0,07% LECITINA DE SOJA (300 ML)

Num baldo volumétrico pesou-se 1,5 g de lecitina de soja e posteriormente, no
mesmo baldo, 3g de Tween 80 (Figura 9). Adicionou-se agua destilada até perfazer
o volume pretendido e, em seguida, misturou-se muito bem até se obter uma
solucdo homogénea. Apés a colocacdo em recipientes de vidro opaco, armazenou-

se no frigorifico até ao seu uso 3 133139,

Figura 9 - Preparacéo da solucdo neutralizante com a juncéo de lecitina de soja e de Tween 80

num baldo volumétrico.
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4.4 PRIMEIRA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

4.4.1 AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DAS SUBSTANCIAS

EM ESTUDO ATRAVES DO METODO DE DIFUSAO EM AGAR

Foram preparadas suspensdes com 1,5x10° células/mL com cada um dos seguintes
microrganismos: E. faecalis, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. Estas
suspensdes foram padronizadas pela escala de McFarland a 0,5 usando o
espectrofotometro (Micronal, B220, Santo Amaro, Sao Paulo - Brasil), e pela escala
visual (Figura 10 — A, B, C, D). Com o auxilio de uma zaragatoa fez-se a inoculacéo
em placas de Petri com agar de Muller Hinton (MH) ® 3% Estas foram incubadas a
36°C durante 10 min para secagem (Figura 10 — E,F).
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Figura 10 - Inoculacéo das placas de agar com E. faecalis: (A,B) Preparacdo de suspensfes de
1,5x10° células/mL de E. faecalis, (C) agitador de tubos vortex, (D) confirmacdo da
concentracdo no espectrofotometro, (E) inoculacédo da bactéria E. faecalis, (F) incubacao das

placas inoculadas.

Com o auxilio de tubos de vidro esterilizados, foram confecionados quatro ou cinco
pocos com 4mm de diametro e de profundidade no agar, onde foram depositados os
géis de CHX, PC, NIT, DX e Natrosol® 2% (Figura 11 — A- D) (78 135.136)
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Figura 11 — Preparacado das placas de agar para o método de difusdo: (A) material utilizado
durante o procedimento, (B) confecdo de pocos nas placas de MH com o auxilio dos tubos de
vidro esterilizados, (C) aplicacdo das diferentes medicacdes nos respetivos pocos, (D) placa
de agar de MH com as varias medicagoes.

Depois da incubacdo em estufa bacterioldgica a 36°C durante 24h, determinaram-se
os diametros dos halos da zona de inibicdo de crescimento microbiano, recorrendo a
um paquimetro digital (Digimess, S&o Paulo, Brasil) e uma boa fonte de luz refletida.
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Foi considerada, como zona inibitéria, a menor distdncia (mm) desde a margem
externa do poco até ao ponto onde se verifica 0 inicio do crescimento bacteriano
(Figura 12 e Figura 13).

As medicbes foram feitas colocando o paquimetro digital de forma a obter trés
diferentes medic6es dos raios dos halos de inibicdo, calculando-se assim a média e
o desvio padrdo de cada halo (Figura 12 e Figura 13) %,

Figura 12 - Medicdo dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento de E. faecalis quando

em contato com os diferentes tipos de medicac6es manipuladas.
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Figura 13 - Medicdo dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento de cada

microrganismo para os diferentes tipos de medica¢cdes manipuladas.

Preparacado das suspensdes de microrganismos referidas em 4.4.1 e de 50g de cada
medicacdo intracanal sob a forma de solucdo, seguindo o protocolo descrito em

4.3.1, mas substituindo o gel base por agua destilada.

O processo de microdiluicdo foi baseado nas normas do NCCSL 7). Este processo
iniciou-se com uma diluicdo de 1:2 a 0,01 g/mL no caso da solugdo de CHX, e de
0,015 g/mL no caso da NIT e DX, até uma diluicao de 1:1024 com as concentracdes

de 1,95x10° g/mL e 2,93x10”° g/mL respetivamente.
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Em cada microplaca estéril de 96 pocos, inclusive nas placas com CHX (controlo
positivo das medicac¢fes), deixou-se uma coluna de controlo positivo (bactéria com
caldo MH) e uma coluna controle negativo (contendo s6 caldo MH).

Em cada poco foram colocados: 170 yL de caldo MH, 10 pL da suspenséo de

bactéria e 20 pL de medicacéo (Figura 14) “37.

Figura 14 — Método da CIM: (A,B) através da diluicdo da concentracdo da medicacdo com caldo
de MH e suspenséo de bactéria.

Antes da incubacdo selaram-se as placas com tampa de plastico bem adaptada e
com uma fita aderente de plastico para evitar a secagem. Em seguida as placas
foram incubadas a 36°C durante 24h 37,

Apébs o periodo de incubacéo, fez-se a leitura do CIM visualmente. Do Ultimo poco
sem turvacao foram recolhidos 100 pL da suspensao e semeados numa placa de
MH com o auxilio de uma zaragatoa. A incubacao foi feita a 36°C durante 24h para
verificar o crescimento, ou ndo, de UFC.
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4.5 SEGUNDA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

PREPARACAO DOS DENTES

Todos os procedimentos foram realizados por um mesmo operador previamente

treinado, antes e durante a execucgéo do estudo piloto.
Para garantir a existéncia apenas de um canal, radiografaram-se todos os

espécimes através de um sistema analogico de raio-x (Dabi Atlante, spectro 70,

Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil).

Parametros do raio-x:

Pelicula intraoral - Dental Intraoral E-Speed Film, Kodak (Nova York,
Estados Unidos da América (EUA)); distancia foco filme 30 cm (Figura
15); tempo de exposicao usado para pesquisa 0,20 segundos; incidéncias
radiograficas nos sentidos mésio-distal e vestibulo-lingual (Figura 16 —
A,B). Peliculas reveladas numa processadora automética da marca Revell
(Vila Moraes, Séo Paulo, Brasil), com temperatura entre os 28° e os 30°C
e o tempo de processamento das periapicais entre 2-3 min (Figura 16 — C,
Figura 17) (6129,
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Figura 15 — Distancia foco-filme (30 cm).

vestibular

Figura 16 - Procedimento radiolégico: (A,B) posicionamento dos espécimes dentarios nas

peliculas radiograficas; (C) processadora automatica das peliculas radiogréficas.
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Figura 17 - Incidéncias radiograficas dos caninos: (A) vestibulo lingual e (B) mesio distal.

Para que os espécimes perfizessem 15 mm de comprimento, a cada dente foi
removida a coroa a 3 mm da juncdo amelo cementéria permitindo acesso direto ao
canal, e a porgdo apical da raiz a 12 mm da juncdo amelo cementaria. Foi usada
uma maquina de corte (Isomet 1000, Buehler, Ltda, Lake Bluff, lllinois (IL), EUA),
com um disco diamantado (#7020, KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), sob

velocidade de 300 rpm e refrigeracéo constante com agua (Figura 18) 8.

Acéo antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva




METODOLOGIA DO TRABALHO EXPERIMENTAL

Figura 18 - Procedimento de corte dos espécimes dentarios: (A) maquina de corte com disco
diamantado; (B) medicdo dos espécimes dentarios; (C) corte dos espécimes; (D) aspeto final

dos espécimes dentarios.

As superficies externas das raizes foram limpas de tecidos moles e de residuos
utilizando-se curetas periodontais (Hu-Friedy, Chicago, IL,EUA) e agua corrente, de
modo a nédo danificar a superficie radicular. Com uma lupa graduada, inspecionou-se

a existéncia de fraturas e/ou fissuras 3% 140

O acesso estandardizado foi executado por oclusal, usando uma turbina de alta
velocidade com refrigeracdo de &gua e uma broca endo Z (Dentsply® Maillefer
Instruments, Baillaigues, Switzerland) para sua uniformizagéo (Figura 19 — A) 13 140)
. Retificou-se visualmente o comprimento de trabalho (CT), introduzindo-se uma lima
10K (Dentsply® Maillefer, Baillaigues, Switzerland) até esta aparecer ao nivel apical.
O CT foi estabelecido subtraindo 1mm ao comprimento estandardizado, ficando
padronizado nos 14mm ©9 129,

Para facilitar a irrigacéo fez-se a preparacéo cervical com brocas de Gates n®2 e 3
(Dentsply® Maillefer, Baillaigues, Switzerland), introduzindo a n° 2 no canal até aos
10mm e a n°® 3 com um recuo de 1 mm (Figura 19 — B).
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Figura 19 - Estandardizacdo da cavidade de acesso: (A) uniformizacdo da cavidade com

turbina e broca endo Z; (B) preparacéo cervical com brocas Gates n°2 e 3.

O diametro apical foi determinado para que houvesse uma constituicdo de grupos o
mais homogéneo possivel. Usaram-se limas K manuais, comeg¢ando com uma lima
10K inserida até ao CT. Aumentou-se progressivamente o niumero das limas até se
encontrar um instrumento que ficasse bem adaptado no CT. O numero da lima

selecionada, instrumento anatémico (IA), foi registada para cada dente 4%,

GRUPOS EXPERIMENTAIS

As raizes foram divididas em 5 grupos, 2 grupos de controlo de n=10 e 3 grupos
experimentais, também, de n=10 (Tabela 2).

Tabela 2 — Divisdo dos espécimes pelos diferentes grupos experimentais.

Negatt)tir\]/t(r)o(lgM) posii(\)/r(])tr(%(l)-IX) PC NIT DX

15 1 1 1 1 X
20 1 1 1 1 X
25 2 2 5 5 )
30 2 2 5 5 )
35 2 2 5 5 )
45 1 1 1 1 L
55 1 1 1 1 L
Total 10 10 10 10 10
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Técnica Hibrida de instrumentacdo®*?

De seguida procedeu-se a instrumentacao dos cinquenta dentes segundo a técnica
manual normalizada, usando os principios da técnica de crown-down, combinando
as brocas Gates-Glidden (Dentsply® Maillefer, Baillaigues, Switzerland) com as limas
K (Dentsply® Maillefer, Baillaigues, Switzerland). Os primeiros dois tercos cervicais
dos canais,10 mm, foram inicialmente preparados com limas K (Dentsply® Maillefer,
Baillaigues, Switzerland), a partir da lima #25 até a #35. Posteriormente, foram
usadas brocas Gates-Glidden n° 2 e n° 3 (Dentsply® Maillefer, Baillaigues,
Switzerland), utilizando a primeira com 10mm e a segunda com um recuo de 1 mm.
Entre cada lima e broca utilizou-se uma lima K #10, com um comprimento de 15 mm,

como lima de recapitulacdo e com o intuito de manter a paténcia.

A instrumentacao do ter¢o apical iniciou-se a partir do IA, progredindo usando as
trés limas consecutivas acima deste IA (Figura 20). Cada instrumento foi intercalado
com uma lima que passara 1 mm além do apex, sendo esta mais fina e dois

nameros abaixo do IA (lima de paténcia).

Por exemplo, considerando IA= K #25, a instrumentacédo sera efetuada até a lima K
#40 ao longo de todo o comprimento do canal (CT) e, entre cada uma delas, sera
usada a lima K #15, como lima de paténcia "> %2,

Figura 20 — Espécime dentario com instrumento anatémico (1A) K #25.

Apés esta instrumentacdo e considerando a Ultima lima usada ao longo do CT,
realizou-se a técnica step back com recurso as trés limas seguintes, recuando em
cada uma 1mm. A recapitulacdo fez-se com a ultima lima que foi até ao CT e a

paténcia manteve-se com a lima mais fina ).
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Retomando o exemplo anterior, sendo a Ultima lima usada a K #40 para o CT (14
mm), recorrer-se-a as limas K #45 (13 mm), K #50 (12 mm) e K #55 (11 mm), para a
realizacao da técnica de step-back. A lima de recapitulacdo sera K#40a 14 mme a
lima de paténcia K #15 a 15 mm (Figura 21).

nunuawmwlw‘

L 345
AR A u naa

Figura 21 — Sequéncia de limas e brocas usadas na preparacdo quimica e mecanica dos
espécimes dentarios.

Durante toda a instrumentacdo os dentes foram mantidos em gazes humedecidas

com solucéo salina, para evitar a desidratacao.

IRRIGACAO DOS CANAIS RADICULARES

No decorrer do preparo quimico e mecanico foi feita a irrigacdo dos canais em cada
grupo experimental.

A irrigacdo dos canais executou-se entre cada lima com 1mL de NaCIlO a 5,25%. No
final da preparacéo irrigou-se com 5mL de EDTA a 17% mantendo o contacto deste
com a parede do canal durante 3 minutos, seguido de 1mL de NaClO a 5,25%, para

a remocdo da smear layer residual, tecidos pulpares, raspas dentinarias e outros
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residuos. A dltima irrigacdo fez-se com 5mL de soro fisiolégico (SF) (Figura 22) “®
103)
NaClO 5,25%
ML == e e e e e m—————— NaClO 5,25%
| €T l| _l____l______. 1mL
. 10 K}
ImL === = = === === === '
30 — |
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[
___________ - 1mL
1mL 4._______________1_.“_ '@l
——— o
| | ___________ - 1mL
1mL 4._______________1_.“_ '@l
| €. L |
___________ — 1mL
1mL 4._______________1;_ s K]
[ CTapy———— -~
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ImL 4= == = = - = = == = — ==
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Figura 22 — Esquema da irrigacdo dos espécimes durante a preparacdo quimica e mecéanica

com atécnica hibrida.
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ESTERILIZACAO DOS ESPECIMES

Os diversos espécimes foram colocados individualmente em tubos de ensaio
contendo 5mL de caldo de BHI e autoclavados (Autoclave — ALPHA) durante 30 min

a 121°C e a pressao de 1 atm (Figura 23) 4%,

Figura 23 - Esterilizacdo dos espécimes dentarios: (A,B) tubos de ensaio com caldo de BHI.

Apés a autoclavagem, e para comprovar a esterilizacdo dos espécimes, foram
incubados a 36°C durante 48h 44,

DIFUSAO DAS MEDICACOES INTRACANAIS ATRAVES DOS TUBULOS

DENTINARIOS

Preparacado e inoculacdo da suspensao bacteriana de E. faecalis de acordo com a

metodologia apresentada em 4.4.1 4%,

Os canais radiculares dos 50 dentes foram preenchidos com as varias medicacdes
intracanal em camara de fluxo laminar, com uma seringa e agulha até ao
extravasamento do material, respeitando os grupos experimentais. O foramen apical
e a parte coronal dos espécimes dentérios foram selados com cera utility (Colténe®
Whaledent, Langenau, Germany) devidamente esterilizada, depois de removidos os

excessos da medicacdo das extremidades.
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Os dentes foram colocados sobre as placas com o meio de MH. Estas foram
deixadas durante 2 horas a temperatura ambiente para permitir a difusdo dos
agentes através dos tubulos dentinarios e através do agar. Seguidamente, incubou-
se & temperatura de 36°C e atmosfera de 10% de CO,, durante 48h 3.

Apo6s o periodo de incubacdo, foram medidas e registadas as varias zonas de
inibicdo de crescimento microbiano, recorrendo a um paquimetro digital (Digimess,

Séo Paulo, Brasil) e a uma fonte de luz refletida (Figura 24).

Foi considerada como zona inibitéria, a menor distancia (mm) desde a margem

externa da raiz até ao ponto onde se verifica o inicio do crescimento bacteriano ®4¥.

Figura 24 - Determinacdo das zonas de inibicdo de crescimento microbiano de cada

microrganismo, quando em contato com os diferentes tipos de medicag8es intracanal.
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4.6 TERCEIRA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

ESTERILIZACAO DOS ESPECIMES

Os espécimes foram colocados individualmente em tubos de ensaio contendo 5mL
de caldo de BHI, de acordo com 0s grupos experimentais preparados em 4.5.1
(Tabela 3). Posteriormente, esses tubos foram autoclavados (Autoclave — ALPHA)

durante 30 min, a 121°C e & pressao de 1 atm @42,

Tabela 3 — Divisdo dos dentes pelos diferentes grupos experimentais.

Controlo Negativo  Controlo Positivo DX
(SM) (CHX)
15 1 1 1
20 1 1 1
25 2 2 2
30 2 2 2
35 2 2 2
45 1 1 1
55 1 1 1
Total 10 10 10

Apbés a autoclavagem e para comprovar a esterilizacdo, os espécimes foram
incubados a 36°C durante 48h 44,
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CONTAMINACAO DOS CANAIS RADICULARES

Segundo o protocolo descrito em 4.4.1 fez-se a cultura e a preparacdo de uma
suspensao de E. faecalis na concentracao equivalente a 0,5 da escala de McFarland
(1,5x10® UFC/mL). A morfologia foi confirmada usando o método Gram e um

microscopio 6tico em aumento de 1000X 9.

Em cada tubo de ensaio colocou-se um espécime dentario e 5mL de caldo BHI,
onde foram inoculados 2mL da suspensdo de E. faecalis. No total foram
contaminados 30 espécimes dentarios, nos seus respetivos tubos de ensaio (Figura
25). Estes tubos foram homogeneizados num agitador de tubos vortex (Quimis
Q220A, Diadema, S&o Paulo, Brasil) (Figura 26) (/¢ 103,

Figura 25 — Contaminacdo dos espécimes dentarios: (A) material utilizado durante o
procedimento; (B) recolha da suspensédo de E. faecalis; (C) inoculacdo da suspensdo de E.

faecalis nos tubos de ensaio com os espécimes esterilizados.
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Figura 26 - Protocolo para evitar saturacdo do meio: (A) substituicdo de caldo contaminado
(B,C) por caldo fresco de BHI.

10 COLHEITA (S1) E MEDICACAO INTRACANAL

Apés este periodo, e sempre trabalhando no interior da camara de fluxo laminar, os
espécimes foram colocados numa plataforma de aco inoxidavel estéril (Procind
Mecéanica e Instala¢gdes Industriais Ltad, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) (Figura 27 —
A), onde se fez a irrigacdo dos canais radiculares com 1 mL de SF (Figura 27 — B).
Os canais foram secos com 2 pontas de papel estéreis (Dentsply® Maillefer,
Baillaigues, Switzerland) durante 3 segundos de forma a remover apenas 0 excesso
de humidade, sem os secar na totalidade. As pontas de papel foram calibradas de
acordo com a ultima lima usada no CT (14mm). Depois do canal estar relativamente
seco, introduziu-se um terceiro cone igual aos anteriores, movimentando-o contra as
paredes durante 60 segundos (Figura 27 — C,D) ©® 7®, para efetuar a colheita da
amostra bacteriana.

Acéo antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva




METODOLOGIA DO TRABALHO EXPERIMENTAL

Figura 27 - Protocolo da primeira colheita apds 21 dias de contaminacgdo: (A) colocacdo dos
espécimes dentarios na plataforma de acgo inoxidavel estéril; (B) irrigagdo com SF; (C)
calibracé@o do cone de papel; (D) cone de papel introduzido ao longo do CT com movimentos
circulares contra as paredes do canal; (E) colocagdo da amostra bacteriana num eppendorf

estéril com solucgédo salina.
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De seguida, o terceiro cone foi transferido para tubos estéreis, tipo eppendorf,
contendo 1 mL de solucao salina (Figura 27 — E). Depois de agitados durante 1 min
num aparelho vortex (Quimis® Q220A, Diadema, S&o Paulo, Brasil), as suspensées
foram diluidas em série 1/10, 1/100 em solucao salina estéril. 100 uL de cada
diluicdo foram semeados em triplicado em placas de agar BHI (Figura 28) e

incubadas numa estufa de CO», a 36°C durante 48h.

Figura 28 — (A) Sementeira das diluicdes em placas de agar BHI, (B) espalhamento com alcas

de drigalski.

ApOs as 48h, procedeu-se a contagem do numero de UFC existentes nas placas,

determinando assim concentracao inicial de E. faecalis.

Com as raizes fixadas no suporte metalico, fez-se o preenchimento dos canais

radiculares com a respetiva medicacao:

- Controlo negativo: sem medicagao (SM),
- Controlo positivo: gel de clorohexidina 2% (CHX),
- Grupo experimental: gel com doxiciclina 3% (DX).

Esta aplicagdo foi efetuada em camara de fluxo laminar, com uma seringa e agulha

até ao extravasamento do material (Figura 29). Apdés remocdo do excesso da
medicacdao, tanto os orificios de entrada do canal como o apex foram selados com
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cera utility (Colténe® Whaledent, Germany), previamente autoclavada (Autoclave —
ALPHA) durante 30 min a 121°C e a presséao de 1 atm.

Depois do preenchimento e selamento dos canais, 0s espécimes fixaram-se em
placas de 24 pocos de fundo plano (Coming Cell Culture, Coming, EUA) com a ajuda

da cera utility (Colténe® Whaledent, Germany) previamente esterilizada.

Figura 29 — Aplicacdo das diferentes medicac¢des intracanal.

Os pocos foram preenchidos com caldo BHI até a linha amelo cementaria dos
espécimes (Figura 30) e em seguida colocou-se uma gaze humedecida com SF por
cima dos espécimes. Tapou e vedou-se a placa para entdo ser levada a estufa a
uma temperatura de 36°C durante 14 dias .
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Figura 30 - Preparacado dos espécimes dentarios para a incubacédo apés S1: placas de 24 pocos

com os espécimes fixados e selados; pocos preenchidos com caldo BHI.

2° COLHEITA (S2) APOS MAIS 14 DIAS

No final do periodo de incubacao, trabalhando dentro do fluxo laminar, as raizes
foram colocadas novamente no suporte de aco inoxidavel previamente esterilizado.
Fez-se entdo a sequéncia de irrigacdo: SF (1mL), solucdo neutralizante (1mL)

durante 1min e novamente SF (1mL) (Figura 31).
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Figura 31 — (A) Irrigacdo dos espécimes dentarios com SF e (B) com solucédo neutralizante.

Esta irrigacao teve como objetivo minimizar as interferéncias pGs tratamento destas

substancias quimicas e, assim, evitar falsos negativos nos meios de cultura .

Em seguida fez-se uma nova colheita (S2) com cones de papel esterilizados,

seguindo os procedimentos explicados em S1.

Os cones foram transferidos para os eppendorf estéreis contendo 1mL de solucdo
salina e colocados durante 1 min num agitador de tubos vortex (Quimis® Q220A,
Diadema, Sao Paulo, Brasil). Apenas para o Grupo SM as suspensdes foram
diluidas 1/10 em solucao salina estéril. Para os Grupos CHX e DX semeou-se 100
UL da solucdo mée; para o Grupo SM, para além de 100 pyL da solugdo mae,
semeou-se 0 mesmo volume da diluicdo 10™". Todas elas foram semeadas em
triplicatas, em placas de agar BHI e incubadas numa estufa de CO,, a 36°C durante

48h; ap6s a qual foi feita a contagem de UFC.

No final da colheita as raizes foram colocadas em novas placas de 24 pocos
estéreis, devidamente seladas com cera utility (Colténe® Whaledent, Germany)
previamente esterilizada. Nos pocos e no interior do canal colocou-se caldo BHI, de
forma a manté-lo hiumido (Figura 32). As placas, depois de devidamente seladas,

foram deixadas na estufa a uma temperatura de 36°C durante 7 dias. Com esta
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cultura pretendeu-se verificar a existéncia, ou ndo, de E. faecalis no interior dos

canaliculos.

Figura 32 — Colocacédo de caldo de BHI no interior dos canais.

3° COLHEITA (S3) APOS MAIS 7 DIAS

Apés este novo periodo de incubacdo, e na plataforma metéalica previamente
esterilizada, foi feita nova irrigacdo dos canais com 1mL de SF, seguindo-se a nova

colheita (S3) de acordo com os procedimentos usados em S2.

Foram contadas as UFC de E. faecalis e assim determinada a concentracao.

A pureza das culturas foi confirmada através da morfologia das coldnias e coloracéo
de Gram.
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4.7 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

O estudo estatistico foi efetuado com recurso ao software de tratamento estatistico
de dados IBM-SPSS, versao 19.0.

Primeiramente procedeu-se a uma analise descritiva de todas as varidveis em
estudo. Foram, assim, calculadas as médias e os desvios-padrao das variaveis
numéricas e as frequéncias e percentagens das variaveis categoriais **>. Recorreu-

se também a graficos de barras e graficos Bloxplot.

Na analise inferencial comparativa assumiram-se como diferengas estatisticamente
significativas aquelas em que o valor de probabilidade associado (p) ao teste
estatistico possuia um valor de pelo menos 0.05 49,

No cruzamento transversal de variaveis numéricas com uma variavel independente
constituida por cinco grupos com um namero de efetivos de dez elementos, optou-se
pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Na comparacdo das diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos efetuaram-se testes post-hoc
recorrendo ao teste de Tamhane's T2 por se tratar de um teste conservativo e

assumir diferencas nas variancias dos grupos 7.

No cruzamento longitudinal das diferencas de uma variavel em trés pontos no tempo
em funcdo de uma varidvel categorial (grupos experimentais) considerou-se a
aplicagéo de uma Anova de medidas repetidas onde se atendeu a teste intra-sujeitos
(within subject) e entre grupos (between subjects) “*®). Na aplicacéo desta técnica
observou-se em todas as analises a existéncia de esfericidade, através do teste de
Mauchly, e caso esta ndo pudesse ser assumida considerou-se a correcdo aos
graus de liberdade proposta por Greenhouse and Greiser considerada como a
abordagem mais restritiva “®. Apesar do nUmero de casos por grupo ser
relativamente reduzido, este encontra-se acima do ponto de corte referido na

literatura (n=10) para aplicacdo de testes paramétricos em designs longitudinais,
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dado que estes ndo necessitam de amostras do tamanho das apontadas para os

estudos transversais, isto porque se espera uma variabilidade inferior 49,
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5.1 PRIMEIRA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

Comparando o0s géis Natrosol®, CHX, NIT e DX, relatvamente ao seu
comportamento antibacteriano quando em contato com os microrganismos E. coli, S.
aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e C. albicans, através do método de difusdo de
agar (Figura 33), verificou-se que as medicacdes tiveram diferentes comportamentos

com os Varios tipos de microrganismos.
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Figura 33 - Halos (mm) de inibicdo formados pelas medicacdes intracanal testadas (1 - CHX; 2 -
PC; 3-NIT; 4 - DX; e 5 - gel de Natrosol®) face as bactérias (A) E. coli, (B) S. aureus, (C) E.

faecalis, (D) P. aeruginosa e ao fungo (E) C. albicans.

Através da Tabela 4 podemos analisar os valores médios, em mm, das areas de
inibicdo do crescimento microbiano das varias medicacdes quando em contato com
os microrganismos em estudo. Tanto o gel Natrosol® como o PC foram os Unicos
géis que ndo inibiram o crescimento de nenhum dos microrganismos. A CHX néo
apresentou os halos de maior dimensdo, mas foi a Unica que teve acado em todos 0s
casos, inclusive em C. albicans. Com esta medicagéo, C. albicans apresentou maior
suscetibilidade evidenciando um halo de inibicdo de 36,61 (£ 0,59) mm, seguindo-se
E. coli (35,35 (£ 3,62) mm), S. aureus (31,03 (£ 0,63) mm), E. faecalis (27,88 (+ 1,54)
mm) e por fim P. aeruginosa (24,89 (x 0,31) mm). O gel DX foi o que apresentou
maiores halos de inibicdo microbiana com 52,87 (= 2,17) mm para E. coli, 42,28 (+
0,04) mm para S. aureus, 36,18 (+ 0,17) mm para E. faecalis e 21,71 (+ 0,99) mm
para P. aeruginosa. A NIT ndo apresentou acdo contra P. aeruginosa, tendo
demonstrado a sua maior eficacia quando em contacto com E. coli (37,03 (+ 0,40)

Acéo antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva




RESULTADOS

mm), em seguida com S. aureus (25,91 (x 0,13) mm) e por fim com E. faecalis

(25,15 (= 0,16) mm).

Tabela 4 — Médias e desvios-padrao dos diametros dos halos (mm) de inibicdo formados pelas

medicacfes intracanal testadas contra as bactérias de Gram positivo, Gram negativo € a um

fungo.
Escherichia Staphylococcus  Enterococcus Pseudomonas Candida
coli aureus faecalis aeruginosa albicans
CHX 35,35 31,03 27,88 24,89 36,61
(£ 3,62) (£0,63) (£ 1,54) (£0,31) (£ 0,59)
PC 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0)
NIT 37,03 25,91 25,15 0,00 0,00
(£ 0,40) (£0,13) (£0,16) (£0,0) (£0,0)
DX 52,87 42,28 36,18 21,71 0,00
(x2,17) (£ 0,04) (x0,17) (£0,99) (£0,0)
Gel de
Natrosol® 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0) 0 (£ 0,0)

A Figura 34 mostra os resultados do CIM das medica¢cfes sob a forma de solucao
de clorohexidina 2%, placebo, nitrofurantoina 3% e doxiciclina 3% contra 0s

microrganismos E. coli, S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e C. albicans.
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Figura 34 — Placas de microdiluicdes de 96 pocos com as diluicdes das medicacbes intracanal
testadas (CHX, PC, NIT, DX) contra as bactérias (A) E. coli, (B) S. aureus, (C) E.faecalis, (D) P.

aeruginosa e o fungo (E) C. albicans.

Os resultados obtidos no CIM podem ser analisados através do Gréfico 1. Aqui €
visivel que o PC nédo evidenciou qualquer tipo de acdo antimicrobiana. A CHX foi a
que teve maior eficacia, uma vez que a uma concentracdo minima de 1,95x10 g/mL
apresentou acao antimicrobiana quando exposta aos varios microrganismos. De
seguida, destaca-se a DX que a uma concentracdo de 1,88x10° g/mL inibiu o
crescimento de P. aeruginosa, a 2,34x10™ g/mL E. coli, a 4,69x10* g/mL C. albicans,
e a 5,86x10™ g/mL S. aureus e E. faecalis. Por fim, a NIT foi a que necessitou de
maiores concentragdes para ter agdo antimicrobiana. Desta forma, o crescimento da
C. albicans néo foi inibido, E. faecalis e P. aeruginosa foram inibidos a uma

concentracdo de 1,5x102 g/mL, e S. aureus a 7,5x10 g/mL.
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Grafico 1 — Grafico de barras da CIM de cada solucdo com acdo antimicrobiana face a E. coli

(E.c.), S. aureus (S.a.), E. faecalis (E.f.), P. aeruginosa (P.a.) e o fungo C. albicans (C.a.).

Da cultura dos 100 pL dos ultimos pocos sem turvacéo verificou-se que s6 a CHX é

gue apresentou comportamento bactericida/fungicida quando em contacto com E.

coli, S. aureus, E. faecalis, e com o fungo C. albicans. Quando na presenca de P.

aeruginosa, a CHX teve um comportamento bacteriostatico. Relativamente a NIT e

DX tiveram sempre um comportamento bacteriostatico, independentemente do

microrganismo.
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5.2 SEGUNDA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

A Figuras 35 mostra a area de inibicAo microbiana das varias medicacbes
intracanais, através da superficie externa da raiz, perante o agar contaminado com

E. faecalis. O registo destas medidas foi feito em mm e foi calculada a sua média.
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Figuras 35 — Halos (mm) de inibicdo formados pelas medicacdes intracanal testadas através
dos canaliculos dentinarios face a presenca de Enterococcus faecalis: (A) 1 —CHX; 2—-SM e 5
—DX; (B)3—PCe4-NIT.

A partir do Grafico 2, é visivel que s6 a CHX e a DX apresentaram halos de inibicédo
de crescimento 5,52 (x2,9) mm e 11,17 (x2,17) mm respetivamente, enquanto os
grupos PC e NIT néo inibiram o crescimento de E. faecalis (0,00 mm), tendo um
comportamento semelhante ao controlo negativo (SM). O teste Kruskal-Wallis
(x2=47.126; p<.001) revelou diferencas significativas entre o0s grupos. Nos
procedimentos de comparacfes multiplas post-hoc foi possivel observar diferencas
significativas entre a CHX e DX e 0s outros grupos.
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Grafico 2 - Box-plot dos valores dos halos das diferentes medicacdes através dos dentes apoés

24h. Teste Kruskal-Wallis (x2=47.126; p<.001).

5.3 TERCEIRA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

A Figura 36 ilustra a variacdo das UFC’s de um dente ao longo dos trés momentos
do estudo em que se efetuaram as diferentes colheitas das amostras bacterianas (1°
momento - 21 dias de contaminacdo dos espécimes dentarios com E. faecalis (S1);

2° momento — 14 dias com medicacédo intracanal (S2); 3° momento — 7 dias com
caldo de BHI (S3)).
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Figura 36 - Andlise das UFC's de um dente do grupo do Gel DX: (A) UFC de S1, ap6s 21 dias de
contaminacdo dos espécimes dentarios com E. faecalis. (B) UFC de S2, ap6s 14 dias com a

medicacdo intracanal. (C) UFC de S3 ap6s 7 dias com meio BHI no interior dos canais.

Na Tabela 5 é possivel analisar o numero de UFC/mL de E. faecalis recuperadas do

canal radicular, ao longo dos 3 momentos do trabalho experimental.

Depois dos 21 dias de contaminacao verificou-se a presenca de E. faecalis em todos

os dentes.
O valor da média de UFC’s diminui em todos os grupos apos os 14 dias com a

medicacédo intracanal. No entanto, essa diferenca foi mais acentuada nos grupos
com medicacéo intracanal CHX e DX, do que no grupo SM.
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Ap6s 7 dias com caldo de BHI no interior dos canais, os valores de UFC’s
mantiveram-se baixos para os grupos CHX e DX, enquanto no SM aumentaram para

valores idénticos aos niveis iniciais.

Tabela 5 — Médias e desvio-padrdo das UFC dos diferentes grupos em funcdo do tempo

(ANOVA de medidas repetidas na andlise do tempo e interacdo tempo e grupo).

Sem Medicacéo (SM) Clorohexidina (CHX) Doxiciclina (DX)

(n=10) (n=10) (n=10)
S1 (21 dias) 2,63+2,77 10,59 £ 9,17 11,89 + 10,95
S2 (14 dias) 1,12 +1,37 0,08 + 0,21 0,17 + 0,19
S3 (7 dias) 2,63 +0,86 0,02 + 0,02 0,11+0,11

Tempo F (1,009) = 25,087; p = 0,000
Tempo x Grupo/Medicacgéo F (2,018) = 5,231; p =0, 012

S1- apo6s 21 dias de contaminacao com E. faecalis; S2 - depois de 14 dias com medicacao

intracanal, S3 — ap6s 7 dias com BHI.

No Gréfico 3 € possivel analisar a cinética dos diferentes grupos ao longo de todo o

ensaio clinico.

Para verificar se as alteragbes ao longo do tempo foram estatisticamente
significativas foi usado o teste de medidas repetidas ANOVA, assumindo o valor de
significancia de pelo menos de 0,05. Foi também verificado e assumido a
normalidade e homogeneidade da variancia, usando o teste Mauchly’s sphericity,
que permite efetuar o calculo com a corre¢do de Greenhouse-Geisser.

A partir da ANOVA de medidas repetidas foi possivel verificar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas, quer nas UFC ao longo do tempo
(p<0,001), quer nos grupos que também possuem diferencas entre eles nos trés
momentos (p=0,012).




RESULTADOS

Analisando cada grupo individualmente, constatou-se que todos 0S grupos
demonstraram diferencas estatisticamente significativas (SM p= 0,010, CHX p<0,001
e DX p=0,031). Entre o primeiro e 0 segundo momento do ensaio experimental,
todos os grupos exibiram uma reducédo do numero de UFC'’s, onde se observou uma
diferenca significativa nos grupos DX (p=0,015) e CHX (p=0,999), contudo no grupo
SM essa diminuicdo ndo foi suficiente para se verificar uma diferenca
estatisticamente significativa. Apés o segundo momento, os grupos CHX e DX
reduziram o numero de UFC, mas nao foi suficiente para que se verificasse uma
diferenca estatisticamente significativa, no entanto, o grupo SM revelou um aumento
significativo das UFC (p=0.006).

Grupos
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Grafico 3 — Quantificacdo das UFC's nos Grupos/Medicacdes em funcdo do tempo: (S1) 1°
momento — apds 21 dias de contaminacao, (S2) 2° momento — apds 14 dias com medicacao

intracanal, (S3) 3° momento — ap6s 7 dias com caldo de BHI. ANOVA de medidas repetidas na

analise do tempo e interacdo tempo e grupo/medicacao.
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a DISCUSSAO

Organizou-se este capitulo em secgBes de forma a transmitir a discussdo dos
resultados referentes a cada um dos estudos parcelares efetuados, iniciando com

algumas consideracdes gerais comuns a todos eles.

6.1 CONSIDERACOES GERAIS

Apesar da grande variabilidade da medicagdo intracanal existente, n&o foi
encontrada ainda a ideal. Por esta razéo, tentou-se criar uma medicacdo que se

aproximasse o mais possivel dos requisitos ideais ' *©.

A solucao de irrigacdo MTAD, uma mistura de tetraciclina (doxiciclina), acido citrico e

detergente, foi a formulacdo base do presente estudo, uma vez que a sua acgéo

antimicrobiana ja tinha sido comprovada por outros autores “* 2%,
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Com base na solucdo de MTAD, criaram-se duas novas formulagbes com o
proposito de poderem ser usadas como medicacao intracanal. Para tal, foram feitas

algumas adaptacoes.

Em relacdo ao tipo de antibiotico selecionado, prepararam-se duas formulacdes,
mantendo-se numa a doxiciclina, e optando-se na outra pela nitrofurantoina. A
doxiciclina, apesar de ter a sua acédo antimicrobiana confirmada contra determinadas
bactérias encontradas nas lesdes endodonticas “*”, ndo é o antibiético de primeira
escolha para uma das bactérias mais frequentemente isoladas como E. faecalis *?2.
Ja a nitrofurantoina € um antibiotico sintético, mais especifico, de amplo espetro de
acdo e com alguns estudos a confirmar uma melhor eficacia contra esta espécie

a % %) A vancomicina foi também tida em

guando comparada com a doxiciclin
conta, face a especificidade do seu espetro de acdo, porém o0 preco,
comparativamente com o dos outros produtos, fez com que néo fosse considerada

para este estudo ®?.

7

O &cido citrico, como ja foi referido, € um dos constituintes do MTAD. Foi
demonstrado por alguns autores que nas concentracdes de 10% (pH 1,6) e de 25%
(pH 1,2) evidenciou alguma acéo bactericida contra diversos microrganismos 5% 152,
Contudo, ha estudos que sugerem que o efeito antimicrobiano do MTAD néao é
devido ao &cido citrico a 4,25% (pH 2,15), uma vez que este, nesta concentracao,
ndo apresenta atividade bactericida significativa, mas sim devido & doxiciclina “* 5%,
Uma vez que o pH acido induz a desmineralizacdo da estrutura dentinaria **¥ e
considerando que o &cido nao tera relevancia no efeito antimicrobiano, este foi
substituido por um tampéo fosfato. Com isto pretendeu-se um pH neutro, de forma a
permitir que as novas formulacdes pudessem permanecer no interior dos canais por
um maior periodo de tempo, sem consequéncias nefastas para a estrutura

dentinaria.

O detergente Tween 80, foi mantido na constituicdo das novas formulac¢des, sendo
responsavel pela reducdo da tensdo superficial, permitindo um maior efeito de
molhabilidade e, consequentemente, uma melhor penetracdo da medicacao

intracanal ¢,
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Depois de estabelecida a composi¢cdo das novas formulagdes, definiu-se o uso de
clorohexidina a 2% como controlo positivo. A clorohexidina € usada como “gold
standard” devido ao seu amplo espetro antibacteriano 2199 Também foi tida em
consideracao a quantidade de estudos realizados com esta substancia na area da
microbiologia endodéntica, a sua biocompatibilidade e eficacia perante
microrganismos frequentemente isolados em infe¢cdes endodoénticas, como E.
faeca"s (25, 104, 155-157).

As formulagbes com clorohexidina (CHX), nitrofurantuina (NIT) e doxiciclina (DX)
foram confecionadas sob a forma de gel para melhor aplicacdo intracanal. O gel
base usado foi a hidroxietilcelulose, um polimero de carbono biocompativel, mais

conhecido como Natrosol® ¢%®)

. Para além de bastante hidrossolavel, este gel é
facilmente removido dos canais radiculares com uma irrigacdo de 5 mL de agua

destilada G %9,

Das véarias bactérias envolvidas nos casos de insucessos endodonticos as de Gram
positivo sdo as principais responsaveis.

Entre as bactérias de Gram positivo destaca-se E. faecalis pela sua elevada
incidéncia " . A escolha deste microrganismo na maior parte dos estudos deve-se
ao facto de ser uma bactéria bastante resistente™® %9, capaz de invadir os tdbulos
dentinarios e de aderir ao colagénio *®?, estando frequentemente associada a casos

de insucesso endodontico.

Outra das bactérias estudadas foi Staphylococcus aureus. E certo que durante muito
tempo esta bactéria ndo foi considerada como constituinte habitual da populacdo
microbiana oral, nem com um papel importante na patogénese das infecdes orais.
No entanto, tém sido isoladas algumas estirpes, havendo mesmo estudos recentes
qgue confirmam o facto de que Staphylococcus poderd ser um colonizador dos

tecidos orais mais frequente do que se acreditava inicialmente %%,

Embora as bactérias facultativas de Gram positivo sejam as primeiras colonizadoras
dos canais radiculares, com o desenrolar da situagdo, gera-se um ambiente

caracterizado pela auséncia de aporte sanguineo e de oxigénio®?, responsavel
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pela proliferagdo de microrganismos de Gram negativo, anaerébios e proteoliticos,
que apresentam na sua parede endotoxinas®®* %%, Por isso, optou-se também por
selecionar duas bactérias de Gram negativo, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. O destaque de Pseudomonas é pelo facto de ser isolada como
bactéria resistente em lesdes endoddnticas persistentes ou refratarias %> 60,
Relativamente a Escherichia coli, apesar de ndo ser frequentemente isolada nos
canais com polpa necrosada, as suas endotoxinas sdo muitas vezes usadas como
referéncia para avaliar a efichcia de substancias antibacterianas. Isto deve-se ao
facto destas apresentarem a estrutura basica do componente lipidico que representa

0 centro ativo responsavel pela toxicidade dos lipopolissacarideos (LPS) €7,

O fungo Candida albicans é outro dos microrganismos mais frequentemente isolados
nas infecbes secundarias, e por isso considerado relevante para este estudo (.
Esta resisténcia pode estar relacionada com a sua capacidade de adaptacdo a
varios ambientes, de se alterar morfologicamente para um estado comensal e invadir
os tecidos do hospedeiro, de se adaptar quer num pH acido, quer basico e ser capaz

de formar biofilmes em diferentes superficies 2.

6.2 PRIMEIRA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

Nesta primeira fase pretendeu-se avaliar a acdo antimicrobiana das novas
formulagdes NIT ou DX quando expostas aos microrganismos: E. faecalis, S. aureus,
P. aeruginosa, E. coli e C. albicans. Os seus desempenhos foram comparados com
o gel CHX dado o seu amplo espetro de acéo 2V e com o gel PC, de constituicao
semelhante as novas formulagces, mas sem o agente antimicrobiano. Tanto o teste

de difusdo em agar, como o da CIM, s&o bem descritos na literatura (/8 135 137. 169),

No teste de difusdo em agar os resultados demonstram que as novas formulagbes
DX e NIT tiveram efeito antimicrobiano contra todos os microrganismos, excetuando

0 caso do fungo C. albicans. Quando comparado com o controlo positivo (CHX),
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verificou-se que a DX apresentou melhores resultados que a CHX e a NIT apenas
conseguiu ter maior atividade relativamente a bactéria E. coli. Estes resultados estao
de acordo com os estudos realizados por outros autores, que mostram a eficacia da

(169 Sendo as novas

clorohexidina na inibicio de varios microrganismos
formulacbes baseadas na constituicdo da solucdo de irrigacdo MTAD, pode
considerar-se que os resultados presentes corroboram os resultados de outros

estudos sobre a atividade antibacteriana do MTAD %9,

Apesar de, através desta metodologia, a area do halo de inibicdo ser um indicador
da atividade antimicrobiana, a sua eficacia esta dependente de varios fatores como
o tamanho molecular, a solubilidade e difusdo das substancias através do meio agar,
a sensibilidade do medicamento, a origem/fonte bacteriana, o nUmero de bactérias
inoculadas, o pH do substrato nas placas, a viscosidade do agar, as condi¢cOes de
armazenamento das placas de agar, o tempo de incubacéo e a atividade metabdlica

contra os microrganismos & 1179,

Nao obstante a NIT ter apresentado um halo de inibicdo inferior & DX, estudos
mostram que a nitrofurantoina € mais eficaz que a doxiciclina, relativamente a E.

faecalis ®®, ao contrario do que se verificou com o nosso estudo.

Apesar de haver valores de referéncia para as areas de inibicdo indicativos da
atividade antibacteriana " e tendo em consideracdo as limitacdes do teste de
difusdo em agar, o material que apresente o maior diametro da zona de inibicdo de
crescimento bacteriano, ndo reflete, necessariamente, a eficAcia do agente

antimicrobiano 7% 173

. Por este motivo, e pelo facto de estarmos perante uma
amostra de tamanho reduzido, optou-se por procedimentos de estatistica descritiva.
A atividade antimicrobiana foi avaliada considerando apenas a presenca ou

auséncia do halo de inibigao.

Neste sentido, € considerado que tanto a DX como a NIT apresentaram efeito
antibacteriano em relacdo ao E. faecalis independentemente da area de inibicao
registada. Para o grupo PC e o gel Natrosol® ndo foram observados quaisquer halos
de inibigéo.
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Apés a verificacdo de que ambas as formulac6es NIT e DX apresentaram acéo
antimicrobiana, realizou-se o CIM de forma a perceber a suscetibilidade dos varios

microrganismos relativamente as substancias em estudo.

Os dados do presente estudo (Gréafico 1) sugerem que a suscetibilidade dos
microrganismos varia consoante a formulagéao, e que ambas as formulacdes tém a
capacidade de induzir a inibicdo do crescimento bacteriano a concentracdes
superiores as do controlo positivo (CHX). Entre as duas formulacdes, a DX foi a que
teve melhores resultados uma vez que conseguiu ter acdo antimicrobiana a

concentragdes mais baixas, quando comparada com a NIT.

Com a DX, os microrganismos que demonstraram maior suscetibilidade foram E.
faecalis e S. aureus, seguidos de E. coli e C. albicans e, por fim, P.aeruginosa. A
acao antimicrobiana do MTAD perante E. faecalis e S. aureus na concentracao de
5,8x10 g/mL (equivalente a 512 diluicdes) foi também observada por outros autores
(124) "assim como para E. coli na concentracéo de 2,34x10™*g/mL (equivalente a 128

diluicdes) 2.

Relativamente aos restantes microrganismos, com P. aeruginosa pode observar-se
alguma variacdo no CIM quando comparada a concentracédo de 1,88x10  g/mL
(equivalente a 16 diluicdes) do presente trabalho com a de 4,69x10 “g/mL
(equivalente a 64 diluicdes) de outros autores *°?. No que diz respeito a C. albicans,
o0 seu crescimento foi inibido a uma concentracdo de 4,69x10 “g/mL (equivalente a
64 diluicdes). Isto também se verificou em outros estudos como o de Arslan (2011),
em que o resultado do CIM de C.albicans contra o MTAD (30mg/mL de doxiciclina)
foi de 9,38x10 “g/mL (equivalente a 32 diluicdes) “’¥, ou o de Ruff (2006) onde se
verifica uma diminuicdo das UFC’s deste fungo quando em contacto com com o
MTAD ®"®. Embora alguns autores ®% *"® nzo atribuam relevancia a estes valores
de CIM sobre C. albicans, ha estudos que realgcam a acao antifingica do MTAD com

valores de CIM similares aos verificados para a DX "%,
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No que diz respeito a NIT, os microrganismos que apresentaram maior
suscetibilidade foram S. aureus e E. coli, seguidos de E. faecalis e P. aeruginosa. Ja
o fungo C. albicans nao teve qualquer acédo. Apesar de ndo existirem estudos com a
formulacdo em questdo, ha outros que avaliam a acao antimicrobiana deste agente
por exemplo contra E. faecalis e E. coli, e constatam a sua atividade e eficacia na

eliminacdo destas bactérias 75 17",

Pequenos desvios nos testes de suscetibilidade antimicrobiana podem estar
relacionados com variacdes da metodologia, uma vez que diversos fatores como a
guantidade inoculada, a composicao do meio, pH e incubacéo, podem influenciar a
interacdo dos microrganismos com 0sS agentes antimicrobianos, condicionando os
valores de CIM obtidos ©%.

Apesar destas condicionantes, este tipo de teste (CIM) tem algumas vantagens
qguando comparado com o teste de difusdo em agar, como por exemplo, permitir
obter valores de CIM usando agentes volateis e ndo depender da capacidade de
difusdo do agente no meio de cultura; sendo, por isso, um teste de primeira escolha

na avaliacdo de agentes antimicrobianos sobre bactérias anaerébias .

No presente estudo verificou-se que ambos NIT e DX apresentaram atividade
antimicrobianas contra uma grande variedade de microrganismos. No entanto, o
grupo DX foi o que demonstrou maior eficacia contra E. faecalis. Este facto foi

evidenciado tanto no CIM quanto no teste de difusdo em agar.

A nitrofurantoina é reportada como eficaz contra muitas bactérias de Gram positivo e
negativo, incluindo E. faecalis “"*%, mas a doxiciclina também abrange um elevado
nimero de microrganismos ©%. No entanto, alguns estudos evidenciam a sua baixa
atividade perante uma grande variedade de estirpes de E. faecalis " % Os
resultados obtidos neste estudo podem ser explicados talvez pelo facto de estarmos

a utilizar uma estirpe mais suscetivel a doxiciclina que a nitrofurantoina.

Tendo em conta a suscetibilidade que E. faecalis demonstrou as novas formulacdes,
o facto de ser das espécies mais frequentemente isolada nos casos de insucesso
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endodobntico, e a sua resisténcia e capacidade de multiplicacdo no interior dos
canais (8 26.65 67.155.181) " o513 foi a bactéria selecionada para as restantes fases do

trabalho experimental.

6.3 SEGUNDA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

Na segunda fase experimental, foi usada uma adaptacdo do teste de difusdo em
agar usando pecas dentarias ®*®, numa tentativa de verificar a capacidade de
difusdo das novas formulacbes através dos tubulos dentinarios e atividade
antibacteriana perante E. faecalis. A importancia da andlise desta capacidade deve-
se ao facto de a difusdo de substéncias anti-bacterianas através dos tubulos
dentinarios poder aumentar a taxa de sucesso do tratamento endodéntico %%,
Para além disso, pode também ser considerada uma via complementar para o
tratamento da periodontite apical, dada a estreita relacdo entre o sistema de canais
radiculares e o complexo periodontal, e ao efeito antibacteriano que podera ter na

superficie externa da raiz 2.

Neste teste a DX apresentou a maior area de inibicdo, demonstrando um melhor
efeito antibacteriano e/ou capacidade de difusdo quando comparada com a NIT, PC
e controlo positivo (CHX). A NIT e o PC néo tiveram capacidade de exercer qualquer
atividade antimicrobiana na superficie externa da raiz, durante o periodo de

incubacéo.

Nesta metodologia, quando a area de inibicdo microbiana € igual a zero pode
significar que a medicacdo nao apresentou qualquer efeito antimicrobiano, ou que

nao teve capacidade de difusédo através dos tubulos dentinarios e cemento.
Apesar de a NIT ter apresentado efeito antibacteriano sobre E. faecalis na 1° fase

experimental, a maior viscosidade da formulacdo pode ter dificultado a sua difuséo
através dos tubulos dentinarios, justificando, assim, a auséncia de halo observada
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neste teste de difusdo. Devido & maior viscosidade, acredita-se que sendo
aumentada a quantidade de detergente da medicacédo, poderia ser possivel observar

melhores resultados antimicrobianos na superficie externa da raiz.

A presenca de cemento pode afetar a capacidade de difusdo das substancias para o
agar, embora este aspeto possa, segundo alguns autores, nao interferir

significativamente com as zonas de inibigéo de crescimento bacteriano 2.

Nesta fase, continuou-se a usar a CHX como controlo positivo, quer pelos motivos
supracitados, quer pelo facto de ter uma boa capacidade de difusdo através da

dentina 4%,

Analisando todo o desempenho das medica¢Bes durante as duas primeiras fases
experimentais, verifica-se que o grupo DX é o que demonstra ter os melhores
resultados. Perante isto e pelo facto da eficacia antimicrobiana contra E. faecalis ja
ter sido demonstrada por outros autores““®*? optou-se por utilizar apenas esta

medicacdo como grupo experimental na terceira e Ultima fase do estudo.

6.4 TERCEIRA FASE DO TRABALHO
EXPERIMENTAL

Nesta fase experimental pretendeu-se avaliar a acdo antimicrobiana da DX em
dentina infetada com E. faecalis, comparando-a com o controlo positivo (CHX).

Apbs os 14 dias com medicacédo, observou-se uma queda substancial dos nimeros
de UFC nos grupos DX e CHX, sugerindo que ambas as medica¢des apresentaram
uma eficicia antibacteriana muito semelhante, sem diferengas significativas entre si.
Outros autores tinham ja demonstrado a eficacia antimicrobiana da solucdo de
irrigacdo com doxiciclina (MTAD) e da medicagdo com clorohexidina contra E.

faecalis 3 123 182),
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Depois do periodo de 7 dias com o caldo de BHI no interior dos canais, 0S grupos
DX e CHX continuaram a apresentar uma diminuicdo do niamero de UFC. Apesar da
reducdo nao ter sido significativa, ela sugere alguma substantividade. A
substantividade diz respeito a libertacdo progressiva e gradual de uma substancia
em niveis terapéuticos, num substrato, mais do que seria de se esperar através de
um simples mecanismo de distribuicdo. E importante o uso de irrigantes e,
principalmente, medicac¢des intracanal com uma agéo antimicrobiana residual, tanto
para a prevencéao de situacdes de reinfecdo como para aumentar a probabilidade de

sucesso do tratamento %9,

No grupo SM, o nimero de UFC aumentou significativamente no mesmo periodo,

igualando os valores obtidos na primeira colheita.

Vérias sdo as metodologias propostas para se fazerem estudos em dentina infetada.
Apesar de grande parte dos estudos serem realizados em dentina bovina, o facto do
didmetro do tdbulos ser maior comparativamente com a dentina humana, pode
condicionar o nivel de contaminacdo dos mesmos pelos microrganismos “8%. Por
este motivo, escolheu-se uma metodologia com dentina radicular humana ja
aplicada noutros estudos ©® % A diferenca significativa do nimero de UFC
observada entre os trés grupos no final dos 21 dias de contaminacdo, pode ser
(185, 186)

explicada pela complexa variabilidade da estrutura dos tubulos dentinarios

em cada dente, e entre os varios tipos de dentes existentes 87

A contaminacao inicial de 21 dias com E. faecalis, referida em varios estudos % %3,
pretendeu recriar o ambiente das infecOes persistentes, onde a desinfecdo do
sistema de canais radiculares € complicada devido a capacidade de invaséo e de

fixacdo das bactérias aos tbulos dentinarios, em biofilmes organizados %,

Um aspeto que varia bastante nas varias metodologias é a colheita das amostras

bacterianas ©& 189

Neste estudo, a colheita foi feita com pontas de papel
esterilizadas introduzidas ao longo de todo o canal para absorver o seu contetdo.
Esta técnica tem a vantagem de poder ser realizada num estudo in vitro e/ou in vivo.

Contudo, uma das suas limitacdes deve-se ao facto de sé ser possivel recolher os
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microrganismos que se encontram a superficie do canal radicular, excluindo os que

(86) (190-192)

se encontram no interior dos tdbulos dentinarios Varios estudos
verificaram que as bactérias que sobrevivem a instrumentacao e irrigacdo durante o
tratamento endoddntico, rapidamente se multiplicam recolonizando os canais que
ficaram vazios durante as sess0es do tratamento. Assim, tal como foi feito por outros
autores ®®, a terceira colheita do nosso ensaio experimental pretendeu verificar a

capacidade de recolonizacéo dos canais ap6s 7 dias ©® 0%,

O facto de termos optado pelo preenchimento dos pocos com o caldo BHI deveu-se
ao facto de a literatura sugerir que as bactérias existentes no interior dos tubulos
dentinarios podem recorrer aos fluidos do ligamento periodontal e osso alveolar para

obter os nutrientes necessarios para a sua sobrevivéncia © .

Os dados obtidos ao longo de todo este estudo indicam que as novas formulagdes
tém acdo antibacteriana contra varios tipos de microrganismos. No entanto,
constatou-se que a DX foi a que apresentou melhor desempenho, podendo
eventualmente ponderar-se 0 seu uso como agente antimicrobiano em situacdes

clinicas de insucesso endodontico.
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Diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que tanto a formulagéo
NIT como a formulagdo DX apresentaram acédo antibacteriana contra diversos tipos
de microrganismos frequentemente encontrados nos insucessos endodonticos. No

entanto, a DX foi a que mostrou maior eficacia em baixa concentragées.

Comparando a capacidade de difusao através dos tabulos dentinarios, a DX foi a
Unica, para além do controlo positivo (CHX), que apresentou a¢do antimicrobiana na

superficie externa da raiz frente ao E. faecalis.

A DX mostrou uma eficacia semelhante a do controlo positivo (CHX) na eliminacéo
de E. faecalis do sistema de canais radiculares quando usada como medicacéo

intracanal.
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As novas formulacbes, particularmente a DX pode ser considerada como uma

medicacdo intracanal promissora, aumentando a probabilidade de sucesso do

tratamento de infecdes persistentes.
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ANEXO 1

Documento de aprovagdo da Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (COEP-UEPG) Protocolo:8876/12.
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D n COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA
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No dia 31 de Maio de 2012, a Comissdo de Etica em

VERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

Pesquisa, APROVOU o protocolo de pesquisa intitulado
“"Ag¢ao antibacteriana de diferentes medicag¢des intracanais
frente a Enterococcus faecalis” de responsabilidade do

pesquisador Joao Carlos Gomes.

Conforme Resolugdo CNS 196/96, solicitamos que sejam
apresentados a esta Comissadao, relatdérios sobre andamento
da pesquisa, conforme modelo (http://www.uepg.br/coep/).
Data para entrega do relatdrio Final: Novembro de 2012.

Ponta Grossa, 05 de Junho de 2012.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Coordenador

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-900 - Ponta Grossa - PR — BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg.br Home page: www.uepg.br




ANEXOS

ANEXO 2
Esquema de microdiluicédo (1:2 — 1:512) para a avaliar a

CIM de cada solugéo contra a bactéria E. faecalis (E.f.).

PLQC'A 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
oHX E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. Caldo +
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1128  1/266  1/512 1/1024 Bactéria
T E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. E.f. Caldo +
1/64 1128  1/266  1/512 1/1024 Bactéria

Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
E.f. Caldo +
1/512 Bactéria
E.f. Caldo +
1/512 Bactéria

PC

PC

E.f.
1/64
E.f.
1/64

E.f.
1/128
E.f.
1/128

E.f.
1/256
E.f.
1/256

Legenda:

(_J Sem crescimento bacteriano
™3 Com crescimento bacteriano
& Caldo de BHI
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ANEXO 3
Esquema de microdiluicédo (1:2 — 1:512) para a avaliar a

CIM de cada solugéo contra a bactéria S. aureus (S.a.).

PLACAZI 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
T S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. Caldo +
1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/ 1024 Bactéria
S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. S.a. Caldo +
chx 1/64 1/128 1/256 1/512 1/ 1024 Bactéria

Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
S.a. Caldo +
1/512 Bactéria
S.a. Caldo +
1/512 Bactéria

PC

PC

S.a.
1/64
S.a.
1/64

S.a.
1/128
S.a.
1/128

S.a.
1/256
S.a.
1/256

Legenda:

(__J Sem crescimento bacteriano
™3 Com crescimento bacteriano
@& Caldo de BHI
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ANEXO 4
Esquema de microdiluicéo (1:2 — 1:512) para a avaliar a

CIM de cada solug&o contra a bactéria E. coli (E.coli).

Plé_l'\fo‘l\i 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
CHX E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli Caldo +
1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/64 1128  1/256  1/512 1/ 1024 Bactéria
E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli Caldo +
chx 1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/64 1256  1/512 1/1024 Bactéria

Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +

Bactéria

PC

PC

E. coli Caldo +
1/32 Bactéria
E. coli Caldo +

1/32 Bactéria

E. coli
116
E. coli
116

E. coli
1/8
E. coli
1/8

E. coli
1/4
E. coli
1/4

Legenda:

(_J Sem crescimento bacteriano
™3 Com crescimento bacteriano
& Caldo de BHI
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ANEXO 5

Esquema de microdiluicéo (1:2 — 1:512) para a avaliar a

CIM de cada solug&o contra a bactéria P aeruginosa (P.a.).

PLFI,'\C;A 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
oHX P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. Caldo +
1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512  1/1024 Bactéria
T P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. P. a. Caldo +
1/64 1/128 1/256 1/512 1/ 1024 Bactéria

Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +

PC

PC

Bactéria

Legenda:

(_J Sem crescimento bacteriano
™3 Com crescimento bacteriano
@& Caldo de BHI
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ANEXO 6

Esquema de microdiluicédo (1:2 — 1:512) para a avaliar a

CIM de cada solugédo contra o fungo C. albicans (C.a.).

PLé\_ CaA 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
T C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a.
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512  1/1024
e C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a. C.a.
1/128 1/256 1/512  1/1024

Legenda:

(_J Sem crescimento bacteriano
™3 Com crescimento bacteriano
& Caldo de BHI

f Agao antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva
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Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +

Bactéria

Caldo +

Bactéria
Caldo +
Bactéria
Caldo +

Bactéria



ANEXO 7

Numero de UFC’s dos diferentes grupos/medicacées em fungcédo do tempo

Grupo UFC 21d UFC 14d UFC 7d
SM 1200,00 6733,33 43200,00
SM 1133,33 8566,67 20733,00
SM 91666,67 9900,00 26318,52
SM 25033,33 49666,67 40733,33
SM 11200,00 4800,00 25266,67
SM 18766,67 6933,33 20800,00
SM 51666,67 11192,59 22266,67
SM 35000,00 5300,00 19066,67
SM 8566,67 2800,00 21133,33
SM 18466,67 6033,33 23666,67
CHX 92000,00 40,00 116,67
CHX 38000,00 0,00 700,00
CHX 55666,67 23,33 153,33
CHX 128333,33 643,33 506,67
CHX 33666,67 20,00 60,00
CHX 114666,67 6,67 16,67
CHX 70000,00 143,33 120,00
CHX 343333,33 6786,67 140,00
CHX 44666,67 346,67 190,00
CHX 138666,67 210,00 313,33
DX 179333,33 5826,67 2406,67
DX 35766,67 1013,33 3106,67
DX 76333,33 333,33 1051,11
DX 47766,67 1196,67 383,33
DX 60600,00 4240,00 1943,33
DX 406000,00 106,67 146,67
DX 83666,67 293,33 13,33
DX 87666,67 2306,67 1076,67
DX 138666,67 1193,33 230,00
DX 73666,67 320,00 153,33
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ANEXO 8

Resumo do poster publicado no Abstract book (pagina 115:50946) no congresso
Internacional:

91th General Session & Exhibition of the IADR.

Seattle, Washinton, USA, Marco de 2013

New intracanal formulations: antimicrobial effect on the external root surface

Authors: Ana Rita Marques da Silva, Elisabete Brasil dos Santos, Fabio André
dos Santos, Joao Carlos Gomes, Manuel Fontes Carvalho

Objectives: to investigate the diffusion through dentine and antimicrobial effect of
new intracanal preparations against E. faecalis

Methods: 2% clorhexidine digluconate gel, 3% nitrofurantoin gel and 3% doxycycline
hydrochloride gel were prepared and placed inside root canal. After seal of apical
and coronal openings, the teeth were placed on Muller Hinton agar, where E. faecalis
was previously seeded. After 24 h of incubation period at 36C, the zone of inhibition
of microbial growth was measured.

Results: the antimicrobial properties of these formulations can be ranked from the
high to the low effect: 3% doxycycline hydrochloride gel, 2% clorhexidine digluconate
gel and 3% nitrofurantoin gel. Significant differences between groups were observed
by the Kruskal-Wallis test.

Conclusion: The intracanal formulations with doxycycline and chlorhexidine diffused
better into the dentin and reached the outer surface, showing antimicrobial effect
against E. faecalis.

h Agéo antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva



ANEX0 9

Resumo do poster publicado no Abstract book (pagina 12: R32) no congresso

ANEXOS

Internacional (16th Biennial Congress of the European Society of Endodontology -

Lisboa, Portugal, Setempro de 2013)

blue O followed by PAD (62064 for 30 s. Microbiological

sampling were carried out: 811 fe o work S2) upon access S3)

after instrumentation, and 841 a

microbial samples was performed by traditional methods and

diagnosis by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of

Flight (MALDI-TOF 1.

Results S1 presented two out of 15 samples (13%) with actinomy-
ces species and non- haemolytical streptococci. Microbial flora
before instrumentation (82) was detected in 12 samples out of 15
(80%): (Corynebacterium sp.. non-haemolytic streptococci. Staphy-
lococcus epidermidis. Bifidobacterium dentum. Proprionibacterium sp..
anaerobic gram negative rods, Streptococcus sanguinis and E. faecalis).
After instrumentation (S3). two out of 15 samples showed growth
(13%) of Propionibacterium acnes and M. luteus indicating contami-
nation. After PAD (S4). two samples out of 15 (13%) showed
growth of Staphylococcus species and gram positive rods.
Conclusions Results from the microbiological analysis of root
canal samples neither proves nor rejects the effect of photo acti-
vated disinfection. MALDI-TOF is a fast and feasible method for
performing microbiological diagnosis. but a complete evaluation
of the accuracy in diagnosing pathogenic bacteria of endodontic
origin needs further investigation.

Acknowledgements The study was supported by a rescarch
grant from the dental company CMS Dental. and the Department
of Cariology and Endodontics. Copenhagen Dental School. Univer-
sity of Copenhagen, Denmark.
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New intracanal formulations containing
doxyciclyne or chlorexidine against
Enterococcus faecalis

Aim To evaluate the antimicrobial effectiveness of new intracanal
preparations against E. faecalis.

Methodology Thirty extracted single-rooted human canine teeth
were used. The crown was removed and the roots were instru-
mented using a conventional technique. The teeth were irrigated
with 5.25% sodium hypochlorite. and smear layer removed with
EDT: hree groups of 10 teeth each were infected with
10% CFU mL
filled with new intracanal medications based on MTAD. contain-
ing 2% chlorhexidine digluconate (CHX) or 3% doxyevcline
hydrochloride (DX). Ten teeth received no medication (W),
Microbial samples were obtained after irrigating the roots with
saline and drying with paper points, after 21 days of contamina-
tion: 14 days under the action of the intracanal medications and
7 days after replacing the medications by BHI broth. The samples
were homegenized. diluted. plated on BHI agar and incubated for
48 h/36°C. The number of colony forming unit (CFU mlL ') was
submitted and analysed statistically.

Results E. faccalis was recovered from all teeth after 21 days.
being  2.63 = 2.77 % 10° CFUmL s 10.6 = 9.2 x 10" CFU
mL " and 11.90 = 10.95 x 10* CFU mL ' respectively to WM,
CHX and DX groups. After 14 days. the CFU countings decreased
considerably in CHX (0.82 = 2.11 x 10* CFU mL ") and DX
(4.57 = 9.16 x 10" CFUmL ") and slightly in group WM

of E. faecalis for 21 days. The root canals were

(1.12 = 1.37 x 10" CFU mL '), With 7 days. the number of

CFU  equalled the first count in WM group (2.63
0.86 x 10" CFU mL "), while in the groups with the new

International Endodontic Journal, 46 (Suppl. 100), 1-75, 2013

PAD. Qualitative analysis of

formulations. it continued to decreased to 0.23 = 0.22 x 10’
CFUmL ' to CHX and 1.05 = 1.09 x 10° CFU mL " to DX.

Conclusions Both 2% chlorhexidine digluconate gel and 3%
dox

sveline  hydrochloride  gel were effective in  eliminating
E. faecalis from the root canal system.
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Evaluation of bactericidal efficacy of antibiotic
associations and incidence of root
discoloration in revascularization therapy

Aim To compare the antibacterial efficacy of four mixture antibi-

otics on bacteria from infected root canals and the incidence of

root discoloration.

Methodology Microbiological analysis: bacterial samples were
taken from 29 teeth with a diagnosis of pulpal necrosis with
acute or chronic apical periodontitis, using sterile paper points
and an anaerobic transport media. In the microbiology laboratory
bacterial samples were added to thyoglycollate medium enriched
with vitamin K1 and hemin agar plates with four antibiotic
groups: TRIMIX (minocycline, ciprofloxacin, metronidazole): TRI-
FOSFO (fosfomycin, metronidazole, ciprofloxacin) TRICLARITRO
(clarithromycin, metronidazole. ciprofloxacin): BIMIX (ciprofloxa-
cin. metronidazole) and a control group. Bacterial load reduction
in percentage and survival index observed and compared in both
group (Kruskall-Wallis and post-hoc Dunn’s test. P < 0.05). Dis-
colouration test: 65 root canals of extracted human single-rooted

teeth were divided after preparation into five groups and brought
into contact with the antibiotics for 3 weeks.
Results Microbiological analysis: median of bacterial load reduc-
tion in percentage was: TRIMIX (97.06%): TRI FOSFO (99.42%):
TRI CLARITR (99.98%): BIMIX (88.46%). Median survival index:
TRIMIX (1029); TRI FOSFO (1006);TRI CLARITR (1); BIMIX
(1115). Difference between groups was statistically significant
(P < 0.0001). TRICLARITRO demonstrated superior antibacterial
efficacy compared to TRIMIX and BIMIX (P < 0.001). with no dif-
ferences compared to TRIFOSFO (P > 0.05).

Discoloration test: only TRIMIX (minocycline.ciprofloxacin.met-
ronidazole) caused a strong discolouration of the roots. In the

other four groups the colour of the roots remained unchanged.

Conclusions More studies are needed to evaluate the ability of new
MIX to penetrate dentinal tubules in the complex internal canal
system and eliminate the bacterial infection. The protocol can be

changed in future to avoid some disadvantages and complications of

revascularization therapy.
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The efficacy of Glycyrrhiza glabra extract and
Cetrimide against Enterococcus faecalis
compared to NaOCI: a preliminary study

Aim To evaluate the antibacterial efficacy of Glyeyrrhiza glabra
extract and Cetrimide on Enterococcus faecalis  compared to

© 2013 International Endodontic Journal. Published by John Wiley & Sons Ltd
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Artigo cientifico com o titulo:

New intracanal formulations containing doxycycline or chlorhexidine

against Enterococcus faecalis
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“The Journal of Contemporary Dental Practice”
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ANEXOS

Abstract

The present study aims to evaluate the antimicrobial effect of two new intracanal
preparations against E. faecalis. Thirty single-rooted human canine teeth were used.
The crowns were removed and the roots were instrumented using a conventional
technique. Three groups of ten teeth each were infected with 102 CFU/ mL of E.
faecalis for 21 days. The root canals were filled with new intracanal medications
containing 3% doxycycline hydrochloride (DX) or 2% chlorhexidine digluconate
(CHX). Ten teeth received no medication (NM) — negative control. Microbial samples
were obtained 21 days after contamination: 14 days under the effect of the intracanal
medications and 7 days after replacing the medications by BHI broth. The samples
were homogenized, diluted, seeded on BHI agar and incubated for 48h/36°C. The
number of colony forming units (CFU/ mL) was obtained and analyzed statistically. All
intracanal dressings significantly reduced the number of bacterial cells in the root
canal after 14 days with medication. After the period with 7 days with BHI broth, the
CFU counts of E. faecalis remained at low values. However, the NM group showed a
significant increase of CFU in this period to similar values of the initial contamination.
3% doxycycline hydrochloride gel and 2% chlorhexidine digluconate gel were

effective to eliminate E. faecalis from the root canal system.
Key words: Endodontics, Enterococcus faecalis, Doxycycline, Chlorhexidine
Introduction

The specie Enterococcus faecalis is one of the pathogens that shows high
resistance to a wide range of antimicrobial agents used in root canal treatment. This

microorganism is a Gram-positive bacterium that can be found in the oral cavity and

| Agéo antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva
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is frequently isolated from root filled teeth with persistent lesions’ leading to the

failure of endodontic therapy.

Once these bacteria have infected the dentinal tubules, their eradication is
very difficult even with the use of several irrigation solutions and medications during
endodontic treatment. This could be due to their ability to invade and attach to the

dentinal tubules as organized biofilms?®.

The aim of root canal treatment is to disinfect and to eliminate the bacteria
from the root canal system, or at least reduce the bacterial counts to a very low level
so it could be possible to prevent periapical disease or the need for treatment®. In
order to achieve this purpose, several antiseptic irrigation solutions and intracanal
medications are often used during the root canal treatment in combination with

mechanical instrumentation.

Despite the great variety of intracanal medications, the search for a potent
substance with a high antimicrobial spectrum and low cytotoxicity continues to be a

relevant issue.

A promising candidate is chlorhexidine gluconate, which is commonly used in
periodontics due to its broad spectrum antibacterial activity’. Some studies propose
its use in endodontics too, as an irrigant or intracanal dressing> °. Its antibacterial
spectrum includes most of the microorganism present in the oral cavity, such as
Gram positive and Gram negative bacteria, bacterial spores, lipophilic viruses, yeasts
and dermatophytes’®. Chlorhexidine has also the ability to inhibit dentin matrix

0

mettaloproteinase’, presents a high substantivity® '© and is more effective in

eliminating E. faecalis from dentinal tubules than calcium hydroxide'" ',
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Tetracyclines are a group of broad-spectrum antibiotics effective against a
wide range of microorganisms. They are bacteriostatic, which provides a more
advantageous use since there is no bacterial lysis and consequently no release of
antigenic by-products such as endotoxins'. Besides the antibacterial activity,
tetracyclines have anti-inflammatory properties with several intracellular and
extracellular effects . These antibiotics have already been used in endodontics as
irrigants of root-end cavity and as intracanal medicaments'®. A new irrigant solution,
MTAD'®, containing a mixture of 3% doxycycline, 4,25% citric acid and a detergent
(0.5% Polysorbate 80)'® was also introduced and some studies suggest that MTAD
has a potent antibacterial effect against E. faecalis'” '®. MTAD presents an acidic
condition (pH=2.15), which could explain the changes on the structure of the dentinal

tubules, helping its diffusion through them'®.

After these considerations, the aim of this study was to create an innovative
intracanal dressing gels based on the formulation of MTAD containing doxycycline,
along with another one containing chlorhexidine, to compare their ability to eliminate

E. faecalis from root canals.
Material and Methods

The same operator has prepared all the medications and the substances

tested were:

- 3% doxycycline hydrochloride gel - DX (3,33g doxycycline hydrochloride; 0,1g
sodium metabisulfite; 50% propylene glycol; 0,5% polysorbate 80; 0,769 NaH>POy;
1,94g NapHPQO4, and 43.37g 2% hydroxyethylcellulose gel) — DX - 2% clorhexidine
digluconate gel - CHX (10g chlorhexidine digluconate; 50% propylene glycol; 0,5%

polysorbate 80 and 39,59 2% hydroxyethylcellulose gel).

N Acao antibacteriana de diferentes medicagdes intracanais frente a Enterococcus faecalis | Ana Rita Silva
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The specie of microorganism used was E. faecalis (ATCC [1129203) that was
grown on Brain Heart Infusion Agar plates (BHI). Gram staining and colony

morphology were used to confirm the purity of the positive cultures of E. faecalis.

The method followed in this study was a modification of the one described by
Gomes et al. and Lima et al. 2 #'. Thirty extracted human canine teeth were selected
and the presence of a single root canal was confirmed radiographically. Curettes
were used to remove soft tissues and debris from teeth surfaces and when any kind
of anomaly, such as a fracture, was detected, the tooth was excluded from this study.
Teeth crowns were removed 3 mm above the cementoenamel junction and the roots
were standardized to a length of 15 mm with a water-cooled diamond saw. A size
10K-file was introduced into each canal until it could be seen at the apical foramen.
The working length was established subtracting 1mm from this measurement (14
mm). In order to preserve patency, the same K-file was used to recapitulate the canal
1 mm beyond its length between each file. The anatomic diameter of apical foramen
was sized using manual K-files (Dentsply/Maillefer), beginning with size 10 files,
inserted until the working length was reached. Files’ sizes were progressively
increased until obtaining an instrument that bound at the working length. The size of
the instrument obtained was recorded for each root®. The roots were enlarged with

K-files, three numbers up to apical file size determined at the working length

The teeth were instrumented using the crown-down principles, combining
Gates Glidden drills with K-files. The cervical two-thirds (10mm) of the canals were
prepared using K-files 25 to 35, followed by a size 2 Gates Glidden bur and then by a
size 3,1 mm shorter. The apical stop was established using files three numbers up to
the anatomic diameter file. At each file change the root canals were irrigated with 1

mL of 5,25% NaOCI. After mechanical preparation, the teeth were rinsed with 5mL of

0
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17% ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) solution for 3 minutes, to remove the
smear layer, followed by 1 mL 5,25% of NaOCI and finally with 5mL of saline

solution.

The teeth were placed into glass tubes containing 5mL of Brain Heart Infusion
(BHI) broth, autoclaved at 121°C, for 30 min and then incubated at 36°C for 24h to
confirm sterility® '°. Once confirmed, the teeth were randomly divided in three groups
according to their anatomic diameter. Two milliliters of BHI were removed from the
tubes and replaced by 2 mL of a suspension of E. faecalis (ATCC [129203),
containing 10° cells/mL, standardized by spectrophotometry and McFarland scale.

The tubes were again incubated at 36°C for 21 days.

In order to avoid saturation of the media during this contamination period of 21
days, 2 mL of contaminated BHI were replaced by 2mL of freshly prepared broth,
every 2 days. After the contamination period the specimens were fixed in a sterile
aluminium apparatus and were irrigated with sterile saline. They were dried with 3
paper points, calibrated with the last file used along the full length of the canal (14
mm). The third paper points were kept inside the canal for 60 seconds and were
used to recover E. faecalis from the root canal. They were transferred to vials
containing 1mL of saline solution, homogenized and 100 puL seeded on BHI agar

plates. The number of CFU/mL was obtained after incubation at 36°C/48h.
Intracanal dressings and E. faecalis recovery from root canal

After the first bacterial sampling, the root canals were filled with the proposed
medicaments. The intracanal dressings DX and CHX were applied using a syringe
and needle with the specimens fixed in the aluminum apparatus. The medication

excess was removed and the coronal and apical communications were sealed with
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sterile sticky wax. In the negative control (NM), the coronal and apical
communications of the root canals with no medication were also sealed with sterile
sticky wax. The teeth were then fixed with sticky wax at the bottom of the wells of the
cell culture plates. The wells were filled with BHI broth up to the dental-enamel
junction, covered with humid sterile gauzes and incubated at 36°C for 14 days

20, 23

(Figure 1)

The second sampling was made by the same method after 14 days of
intracanal dressing. Before collection of the samples and under aseptic conditions,
the specimens were fixed in the sterile aluminium apparatus, irrigated with sterile
saline, neutralized with a solution of 0.5% Tween 80% in 0.07% soy lecithin and
again irrigated with sterile saline®. After fixing the specimens in the 24-well cell
culture plates with sterile sticky wax, the canals where filled with BHI broth and the
coronal surface was sealed with the sticky wax. The wells were filled with BHI broth
up to the dental-enamel junction and covered with humid sterile gauzes and the
plates were incubated at 36°C for 7 days, when the third group of samples was

obtained, using the same procedures applied to both anterior samplings.

The data were statistically analysed using analysis of variance with repeated

measures (ANOVA) to indicate differences among the experimental groups.
Results

Table 1 shows the number of CFU/mL of E. faecalis recovered from root
canals after the 3 experimental periods. After 21 days of contamination, E. faecalis

was recovered from all teeth.
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The mean values of CFUs decreased in all groups after 14 days with
intracanal dressings. However, the difference was higher in the groups with

intracanal dressings DX and CHX, when compared to the NM group.

After 7 days with BHI inside the root canals, the CFU numbers remained low in
the groups DX and CHX, while in the NM group the CFU counting returned to the
initial level. The Kinetics description of these 3 moments of the experiment can be

seen in the Figure 2.

In order to test if these changes over time were statistically significant, a
repeated measure ANOVA, assuming the significant value of at least .05 was used.
The assumption of normality and homogeneity of variance was also tested, using
Mauchly’s sphericity test, allowing us to proceed with correction of Greenhouse-

Geisser.

The repeated measures ANOVA showed a significant difference between CFU
during the different moments of time (p < 0.0001), and that even the interaction
between time and groups was significant (p = 0.012). Looking inside each group, all
revealed significant differences (NM p= 0.010, DX p=0.031 and CHX p<0.001).
Between the first and the second moment all groups exhibited a reduction of the
amount of CFU, where it was noticed a significant difference between DX (p=0.999)
and CHX (p=0.015). Yet in the NM group the difference was not enough to indicate
statistical significance. After the second moment the CHX and DX group reduced the
number of CFU, but it wasn’t enough to indicate statistical difference, however in the

NM it was revealed a significant increase of UFC (p=0.006).
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Discussion

In the present study, after 14 days with medication with doxycycline or
chlorhexidine, the numbers of E. faecalis dropped off substantially, indicating that
both intracanal dressing gels presented similar antibacterial efficacy, without
significant difference between these groups. This antimicrobial activity against E.
faecalis has also been demonstrated by others authors, both through an irrigating

solution with Doxicycline (MTAD) or a chlorhexidine dressing® .

After seven days with BHI broth inside the root canal, the DX and CHX groups
continued to present a decrease in CFU numbers. These results suggest some
substantivity, which is the prolonged and gradual release of a material at therapeutic
levels in a substrate, higher than would be expected from a simple deposition
mechanism. In the root canal treatment it is important to use irrigants and specially
dressings with a residual antimicrobial activity, to prevent re-infection and improve

the outcome of the treatment?®.

In the NM group the number of CFU has increased significantly after the same

period, equalling the number of the initial counting.

The use or not of BHI broth outside the roots is not universal® 2. We choose
to fill the well with BHI because some literature suggests that bacteria within radicular
dentinal tubules may use the tissue fluid from periodontal ligament and alveolar bone

to get the nutrients that they need to survive' #’.

The significant difference observed in the numbers of CFU between the three
groups after the 21 days of contamination, could be explained by the complex
variability of the root canal structure®®, since this method has already been used in

other studies®® 2",
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In this study, DX was very effective in eliminating E. faecalis from the root
canal system. The efficacy of this antibiotic has been demonstrated in a new root
canal irrigant solution called MTAD'® 2°. Our formulation, as in MTAD, contains also a
detergent (Tween 80) that decreases the surface tension and improves its
penetration through the dentinal tubules'. Although the DX was very similar to
MTAD, its consistency has been changed, together with the pH, turning it from acidic
to neutral. This property is important because although DX will remain in the root

canal for a longer time, a higher pH will avoid dentin structure damage® 3*.

The recommended concentration of chlorhexidine in endodontics is 2% '
and it can be used in both forms, liquid or gel*?. Chlorhexidine gel is soluble, easy to
remove and does not interfere with the sealing ability of obturation cements®?.
Chlorhexidine has some disadvantages, such as the precipitate that forms with the
interaction with sodium hypochlorite® and the deposition of extrinsic stains in the

teeth®. In this way it is also advisable to look for alternatives.

This study has just tested single specie of microorganism (E. faecalis) to
evaluate the intracanal medication. Nevertheless, the results of this investigation
indicate that the new intracanal formulation with doxicycline was so effective in
eliminating E. faecalis from the root canal as the 2% chlorhexidine and it could be

considered an alternative of intracanal dressings.
Conclusion

The discoveries of this study confirmed the efficacy of new formulations of
intracanal medicament with 3% doxycycline or 2% chlorhexidine in eliminating E.
faecalis from root canals system, and suggest their use as possible intracanal

dressings.
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Figure 1 - Cell culture plates filled with BHI broth and specimens fixed with sticky

wax.

Experimental Groups

(CFU/mL x 10%)

Bacterial samplings*

No Medication Doxycycline Chlorhexidine
(NM)
(n=10) (n=10)
(n=10)
1° (21 days) 2,63 +2,77 11,89 + 10,95 10,59 + 9,17
2° (14 days) 1,12 £1,37 0,17+ 0,19 0,08 + 0,21
3° (7 days) 2,63 0,86 0,11 £ 0,11 0,02 + 0,02

*Time F (1,009) = 25,087; p = 0,000
Time x Group/Medication F (2,018) = 5,231; p =0, 012

15 21 days of contamination with E. faecalis; 2™ - 14 days filled with the medications and 3™ — 7 days
filled with BHI.

Table 1 — Mean value of CFU’s (CFU/mL) of the two intracanal medicaments during

the three moments of the experiment.
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Figure 2 — Kinetics of Groups/Medications versus time: (1)
days of contamination with E. faecalis, (2) 2" moment — after 14 days with the
intracanal medication, (3) 3™ moment- after 7 days with BHI broth. Repeated

measures, ANOVA, to analyze time and the interaction time versus group.
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SUMMARY

Aim: To investigate the in vitro antimicrobial effect and the diffusion of new intracanal
medications in the external root surface, against E. faecalis. Methods: A 2% chlorhexidine gel
(CHX) was used as a positive control. The medications tested were a placebo gel (PC) and the
new formulations that include on their composition either 3% nitrofurantoin (NIT) or 3%
doxycycline hydrochloride (DX). E. faecalis was firstly seeded on the agar plates. The new
formulations were tested using the traditional agar diffusion test (ADT) and an adapted agar
diffusion method (AADM), where the teeth were filled with the medications and placed on
the agar. After 24h of incubation, the zones of microbial inhibition growth were measured.
Results: In the ADT, the larger inhibitory zones were seen in DX, followed by CHX and NIT.
In the AADM test the new formulations where left to diffuse through the dentinal tubules and
reach the agar surfaces seeded with E. faecalis, only DX and CHX showed antimicrobial
effect. The PC showed no antibacterial effect in both tests. Significant differences between
groups were observed by the Kruskal-Wallis test (y2=47.126; p<.001). Conclusion: The new
intracanal formulations with DX and NIT have demonstrated antimicrobial effect against E.
faecalis, but only DX was able to diffuse through the dentinal tubules and exert antimicrobial

effect outside the roots.

Key words: endodontics, enterococcus faecalis, doxycicline, nitrofurantoin

INTRODUCTION

Endodontic infections are essentially polymicrobial and in most of cases the microorganisms
grow in the root canal system as sessile biofilms (1). A variety of bacterial species can be
isolated from primary periapical infections. For the secondary infections, one of the species
most often isolated is Enterococcus faecalis, which is seen as an opportunistic pathogen and a

natural inhabitant of the oral cavity that survives as a mono-infection (2).

Despite the action of the chemo-mechanical preparation with antimicrobial irrigating
solutions, some microorganisms including E. faecalis may survive in the root canal system.
The use of an intracanal dressing that could act through the root canal system would certainly

improve the outcome of the endodontic treatment (3).

dd
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The intracanal medication should have a broad antimicrobial spectrum, should be able to
diffuse through the dentinal tubules and all ramifications of the root canal system including
the areas that neither the instruments nor the irrigating solution can reach, and should not be
cytotoxic to live tissues (4). Several substances have been tested and improved in order to
achieve the ideal results. Calcium hydroxide (Ca (OH),) is believed to have most of the
properties of an ideal root canal dressing due to its high pH (5). However, it is not equally

effective against all species of microorganism found in the root canal system (6).

Chlorhexidine gluconate has been used in endodontics as an irrigant. Recently, due to its
antimicrobial effect and adsorption to dental hard tissues, it has also been suggested as an
intracanal medication (7). Authors have demonstrated that chlorhexidine is more effective

than Ca(OH), when used against E. faecalis (7).

Antibiotics have been used in endodontics and dental traumatology systemically and locally.
Although local application of antibiotics could cause side effects such as discoloration (8),
this may be a more effective way in delivering the antibiotics (9) and reducing the bacterial
load inside the root canal system. This effectiveness is due to the fact that it is not dependent

on circulation to reach the infected sites with compromised vasculature (10).

Recently, an alternative root canal irrigant — MTAD, a mixture of 3% doxycycline, 4,25%
citric acid and 0,5% polysorbate 80 detergent (Tween 80) — was introduced as a final irrigant
in the root canal preparation (11). Studies concluded that it is a promising irrigating solution
due to its biocompatibility (12) and clinical effectiveness against E. faecalis (13, 14) and other

microorganisms (15).

However, regarding the antimicrobial component of MTAD (doxycycline), some authors
claim that nitrofurantoin, a synthetic nitrofuran commonly used in urinary tract infections
where E. faecalis is usually implicated (16, 17), has demonstrated a better efficacy than

doxycicline against the same bacteria (17, 18).

The purpose of this experiment was to create an intracanal medication based on the
formulation of MTAD. The better efficacy of nitrifurantoin to treat E. faecalis infections when
compared with doxycycline led us to choose it for the new formulation. This study allows us
to compare the antimicrobial effect of each new formulation against E. faecalis and their

ability to diffuse through dentine.

MATERIALS AND METHODS
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The antibacterial effect of the new formulations against E. faecalis was determined by an agar
diffusion test (ADT) and an adapted agar diffusion method (AADM) through the external

surface of the roots.
Agar diffusion test (ADT)

The methodology for the ADT was adapted from Vianna & Gomes. 2009. A 24h culture of E.
faecalis (ATCC 29203) in BHI agar was used to prepare a bacterial suspension containing 10°®
viable bacterial cells/mL. The suspension was standardized at 0.5 in the spectrophotometer
and McFarland scale. A sterile swab was used to plate E. faecalis suspension on Muller
Hinton agar plates. After drying for 10 minutes at 36°C, a sterile glass tube was used to create
wells of 4mm diameter and 4mm depth in the agar. The wells were filled with the substances

described below:

- 2% Clorhexidine (CHX) (10g clorhexidine digluconate; 50% propylene; 0,5% Tween 80 and
39,5g 2% natrosol gel)

- Placebo gel (PC) (50% propylene; 0,5% Tween 80; 0,76g sodium phosphate monobasic
anhydrous (NaH,PO,); 1,94g disodium phosphate anhydrous (Na;HPO,), and 41.8g natrosol

gel).

- 3% Nitrofurantoin (NIT) (3,33g nitrofurantoin; 50% propylene; 0,5% Tween 80; 0,76g
NaH,POy; 1,94g Na,HPOy, and 41.8g 2% natrosol gel)

- 3% Doxycycline (DX)- (3,33g doxycycline hydrochloride; 0,1g sodium metabisulfite; 50%
propylene; 0,5% Tween 80; 0,76g NaH,POy; 1,94g Na,HPOy,, and 43.37g 2% natrosol gel);

After incubation at 36°C for 24h, the zones of inhibition of microbial growth were measured
and recorded. The inhibitory zone was considered the smaller distance between the outer
margin of the well and the beginning of the microbial growth. The mean and standard

deviation were used to compute the differences in efficacy of the tested substances.
Adapted Agar diffusion method (AADM)

The methodology adopted for the AADM was a modification of one previously described by
Gomes et al. 2003 and 2009. Fifty extracted human canine teeth were selected and the

presence of a single root canal was confirmed radiographically. Curettes were used to remove
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soft tissues and debris from teeth surfaces and if any kind of anomaly, such as a fracture, was
detected, the tooth was excluded from this study. Teeth crowns were removed 3 mm above
the cementoenamel junction and the roots were standardized to a length of 15 mm with a
water-cooled diamond saw. A size 10K-file (Dentsply/Maillefer, Ballaigues,Switzerland) was
introduced into each canal until it could be seen at the apical foramen. The working length
was established subtracting 1mm from this measurement (14 mm). In order to preserve
patency, the same K-file was used to recapitulate the canal 1 mm beyond its length between
each file. The anatomic diameter of apical foramen was sized using manual K-files, beginning
with size 10 files, inserted until the working length was reached. Files’ sizes were
progressively increased until an instrument that bound at the working length was obtained.
The size of the instrument obtained was recorded for each root (19). The roots were enlarged

with K-files three numbers up to apical file size determined at the working length

The teeth were instrumented using the crown-down principles, combining Gates Glidden
drills (Dentsply/Maillefer) with K-files. The cervical two-thirds (10mm) of the canals were
prepared using K-files 25 to 35, followed by a size 2 Gates Glidden bur and then by a size 3,
Imm shorter. The apical stop was established using files three numbers up to the anatomic
diameter file. At each file change the root canals were irrigated with 1mL of 5,25% NaOCIl.
After mechanical preparation, the teeth were rinsed with SmL of 17% ethylenediamine tetra-
acetic acid (EDTA) solution for 3 minutes, to remove the smear layer, followed by 1 mL

5,25% of NaOCl and finally with SmL of saline solution.

The teeth were sterilized in individual tubes containing SmL of Brain Heart Infusion Broth
(BHI) and the process confirmed by overnight incubation of the specimens at 36°C. Then,
they were divided in 5 groups of 10 teeth each, according to the substance used as intracanal
dressing (20), which were the same described in the agar diffusion test (ADT): a) Teeth sealed
without medication (WM - negative control); b) CHX - positive control, ¢) PC; d) NIT and e)
DX.

Immediately after filling the root canals, the foramen and the pulp chamber were sealed with
wax. The Muller Hinton agar plates were first seeded with a swab with the E. faecalis 10°
cells/mL suspension and the teeth were then placed inside. The plates were kept 2h at room
temperature to allow the diffusion of the agents through the dentinal tubules and the agar, and

then incubated at 36°C for 48h. After this period the inhibition zones of bacterial growth were
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measured, considering the shortest distance from the outer margin of the tooth to the initial

growth.

The non-parametric Kruskal-Wallis test was used to verify any significant difference between
groups. In the post-hoc procedures the Tamhane test was used for multiple group
comparisons, allowing the assumption that variances are not equal and the adjustment for type

I errors.
RESULTS
Agar diffusion test (ADT)

Figure 1 and table 1 show that, with the exception of the PC, all formulations tested had
potential to eliminate E. faecalis. DX was the one that demonstrated the larger inhibition zone

followed by NIT and CHX.

Adapted Agar diffusion method (AADM)

Figure 2 shows the area of microbial inhibition of the different intracanal medications,
through the external root surface, against E. faecalis. Only CHX and DX showed an area of
inhibitory zones, of 11,17 (£2,17) mm and 5,52(£2,9) mm respectively, while PC and NIT did
not inhibit E. faecalis growth as in the negative control (WM). The Kruskal-Wallis test
(x2=47.126; p<.001) revealed statistical differences between the groups (Figure 3). In a
multiple comparisons post-hoc procedure it was possible to observe significant differences

between CHX and DX and the other groups.

DISCUSSION

In both tests (ADT and AADM) DX presented the larger inhibitory zones, demonstrating a
better antibacterial effect and/or a better diffusion ability comparing to NIT and CHX. NIT
was not able to exert any antimicrobial action on the external root surface (AADM) during the
incubation period. With the methodology used in this study, when the mean area of microbial
inhibition is equal to zero it means either the medication did not presented any antibacterial

effect or the substances were not able to diffuse through the agar or through the dentinal
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tubules. When ADT was applied, DX, NIT and CHX were effective in inhibiting E. faecalis
growth, as also showed by other authors (16).

Although the size of the inhibition zones would indicate activity against the microorganisms,
their effectiveness will depend on many factors such as molecular size, solubility and
diffusion of the materials through the agar medium, the sensitivity of the drug, bacterial
source, the number of bacteria inoculated, pH of the substrate in plates, agar viscosity, storage
conditions of the agar plates, time of incubation and the metabolic activity against the

microorganisms (6, 21).

In the test AADM the presence of the cementum layer could affect the diffusion of substances
to the agar. However, some authors observed that the presence or absence of cementum layer

does not interfere significantly in the inhibition zones (20).

The NIT formulation presented a higher viscosity than DX. Although it demonstrated
antimicrobial effect against E. faecalis in the ADT, this factor could have prevented it from
reaching the external root surface, explaining the lack of diffusion observed in AADM.
Therefore, we understand that the methods applied in this study could be used to analyze and
verify the existence of antibacterial activity and diffusion ability trough dentinal tubules, but

further studies are required.

The detergent used in intracanal formulations, Tween 80, is responsible for reducing surface
tension allowing an increased wetting effect, and consequently a better penetration of
intracanal medication into dentinal tubules and irregular spaces of difficult access (22). Since
NIT presented still a high viscosity, we believe that it may be benefecial to increase the
detergent weight percentage in the medication to observe better antimicrobial results outside

the roots.

Since the low pH of MTAD induces dentin demineralization (23), in this study a phosphate
buffer was used to induce a neutral pH, with the goal of making it possible for the new

formulations to be inside the root canals for longer periods.

The main purpose of this study was to create an intracanal medication based on MTAD with

good activity against E. faecalis (13, 14), respecting the requirements of an ideal medication.

Chlorhexidine 2% is used as the gold standard in in hause assay due to its broad spectrum and

effectiveness against E. faecalis (24). For the CHX group, a proportion of 2% was chosen
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because the effectiveness using this concentration is well established. In the new formulations
containing DX or NIT, the concentration of 3% was used since they were based on MTAD

solution.

The use of antibiotics in irrigant solutions opened the possibility of creating new formulations

of intracanal dressings using these products.

In the present study, the formulation with DX was the most effective against E. faecalis,
showing larger inhibition zones than NIT. Nitrofurantoin is effective against many Gram
positive and negative bacteria, including E. faecalis (16, 17) and doxycycline is a tetracycline
broad-spectrum antibiotic, effective against a wide range of microorganisms (22). In some
studies, DX showed low activity against most strains of E. faecalis (25). These results could
also be explained by the use of a strain more susceptible to doxycycline than nitrofurantoin

and this characteristic deserves further investigation.

Despite the limitations of this study, such as the fact that in vifro models present different
conditions of infections from in vivo and the fact that we are using a mono-infection (E.
faecalis) assay to test the intracanal medication, the results are promising and indicate the
efficacy of a new intracanal formulation proposed by us. Further studies are needed to

corroborate our findings and expand the efficacy of these formulations.
CONCLUSIONS

The study suggests that both the new formulation with DX or NIT presented antimicrobial
effect against E. faecalis. However, only the DX was able to reach the dentinal tubules. These
new formulations can be promising as intracanal dressing, increasing the outcome of the

endodontic treatment in persistent infections

RESUMO

Objectivo: Investigar a acdo antimicrobiana in vitro e a difusdo de novas medicagdes

intracanal frente a E. faecalis, na superficie externa da raiz.

Metodologia: Um gel de clorexidina a 2% foi usado como controle positivo. As medicagdes
testadas consistiram de um gel placebo (PC) e duas novas formulacdes que incluiram na sua

composi¢cdo nitrofurantoina a 3% (NIT) ou doxiciclina a 3% (DX). As novas formulagdes
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foram testadas usando-se o tradicional teste de difusdo em agar (ADT) e um método de
difusdo adaptado (AADM), onde os dentes foram preenchidos com a medicagdo e colocados
sobre o agar Muller Hinton preveamente semeados com suspensdes padronizadas de E.
faecalis. Apds 24h de incubacio foram medidas as areas de inibicdo de crescimento

bacteriano em ambos os testes.

Resultados: No teste ADT, a maior area de inibi¢@o foi registada para DX, seguida pela CHX
e NIT. No teste AADM onde as novas formula¢des foram deixadas para difundir através dos
tdbulos dentindrios e alcancar a superficie do agar semeada com E. faecalis, apenas DX e
CHX demonstraram acdo antimicrobiana. PC ndo demonstrou comportamento antimicrobiano

em nenhum dos testes. Foram observadas diferencas significativas entre os grupos através do
teste Kruskal-Wallis (y2=47.126; p<.001).

Conclusdo: As novas formulacOes intracanais contendo DX e NIT demonstraram agdo
antimicrobiana quando em contacto com E. faecalis, entretanto apenas DX teve capacidade de

difundir através dos tibulos dentindrios e exercer acdo antimicrobiana fora das raizes.
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FIGURES AND TABLES LEGENDS

Table 1 — Mean and standart desviation of Inhibition zone (mm) of E. faecalis growth

produced by the intracanal medication used in the experimental groups.

Figure 1 - Inhibition zones of microbial growth in ADT of the intracanal dressings against E.
faecalis (CHX — 2% chlorhexidine; PC — placebo,; NIT — 3% nitrofurantoin and DX — 3%

doxycycline)

Figure 2- Inhibition haloes (mm) formed by the intracanal medications studied agaisnt E.
faecalis after diffusion through dentinal tubules. a) WM - without medication; CLX — 2%
chlorhexidine and DX — 3% doxycycine; b) PC — placebo and NIT — 3% nitrofurantoin.

Figure 3 - Box-plot graphic of inhibition haloes (mm) formed by the different intracanal
medications after 24h of diffusion through canal dental system. Kruskal-Wallis test
(2=47.126; p<.001). WM - without medication; CLX — 2% chlorhexidine; PC — placebo;
NIT - 3% nitrofurantoin and DX — 3% doxycycine.

TABLES AND FIGURES

Table 1
Intracanal Inhibition zones
medication (mm)
CHX 20,70 (£ 0,30)
PC 0(x0,0)
NIT 24,33 (£ 0,10)
DX 36,27 (£ 0,24)
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Figure 1

Figure 2
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