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ANTIBIOTICOS POTENCIALIZAM A ACAO ANTIMICROBIANA DE
CIMENTOS ENDODONTICOS, EM DIFERENTES PERIODOS, APOS A PRESA

ANTIBIOTICS INCREASE THE ANTIMICROBIAL ACTION OF ENDODONTIC SEAL-
ERS, IN DIFFERENT PERIODS, AFTER SETTING TIME

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antibacteriana dos cimentos endodon-
ticos MTA Fillapex, Sealapex, Sealer 26 e Endofill puros e acrescidos de amoxicilina e ci-
profloxacina frente a duas linhagens ATCC de Enterococcus faecalis (ATCC 29212 ¢ ATCC
4083). Os testes foram realizados pela técnica de difusao radial dos cimentos aplicados di-
retamente no agar e impregnados em discos de papel e pelo teste de contato direto. Para a
analise estatistica, utilizaram-se os testes de ANOVA e Tukey com nivel de significancia de
5%. Os resultados mostraram que pela técnica da difusdo radial, considerando os cimentos
puros, o Sealapex foi o unico que apresentou halos de inibi¢do frente as duas linhagens. Ja
quando da associagdo de amoxicilina e ciprofloxacina, o MTA Fillapex revelou os melhores
halos de inibigdo para as duas linhagens. Todos os cimentos tiveram a agao potencializada
pela adi¢ao dos antibioticos (p<0,05). Pela técnica de difusdo dos cimentos impregnados
em discos de papel, o cimento Sealapex puro fresco demonstrou atividade antimicrobiana
em todas as variaveis de tempo. Quando acrescidos dos antibidticos, todos os cimentos ti-
veram a acdo antimicrobiana potencializada pelas drogas, em todas as variaveis de tempo.
Esse mesmo resultado foi observado na técnica do contato direto dos cimentos com ambas
as linhagens. A atividade antibacteriana, frente ao E. faecalis, dos cimentos MTA Fillapex,
Endofill, Sealer e Sealapex, acrescidos dos antibioticos amoxicilina e ciprofloxacina, foi

potencializada mesmo ap6s um longo periodo da presa dos cimentos.

Palavras-chave: Endodontia. Antibidticos. Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of different endodon-
tic cements (MTA Fillapex, Sealapex, Sealer 26, and Endofill), both pure and mixed with
5% of amoxicillin or ciprofloxacin, against two strains of Enterococcus faecalis (ATCC
29212 and ATCC 4083). Bacterial susceptibility testing was conducted by radial diffusion
methods and direct contact test after different periods. Data were subjected to ANO-
VA and Tukey test with a significance level of 5%. Sealapex was the only pure sealer to
promote the inhibition of bacterial growth against both strains in different experimental
periods. However, all cements present an increase in antibacterial activity by the addition
of antibiotics (p<0.05). MTA Fillapex and Sealapex associated with amoxicillin promoted
increased values for bacterial growth against ATCC 29212 and ATCC 4083 in comparison
to other groups (p<0.001), including extended periods after setting time. The association
of antibiotic agents increased the antibacterial effect of the evaluated sealers against the

strains of E. faecalis.

Keyword: Endodontics. Antibiotics. Enterococcus faecalis.
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INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodontico é determinado clinicamente pela auséncia de
sinais e sintomas, tais como, dor, edema e fistula. Radiograficamente, a auséncia de regres-
s30 ou 0 aumento de uma lesdo periapical ¢ um importante indicativo de insucesso do dente
tratado endodonticamente (SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008).

Estudos tém demonstrado que a infec¢dao de canais radiculares necrosados e nao
tratados caracteriza-se pela presenca de uma microbiota mista e polimicrobiana, comumen-
te em combinagdes de quatro a sete espécies, predominantemente anaerdbias estritas, com
relativo equilibrio entre bactérias Gram positivas e Gram negativas. Espécies bacterianas
pertencentes ao género Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Peptostreptococcus €
Eubacterium sao frequentemente cultivadas de canais radiculares infectados (PINHEIRO
et al., 2003). Nesta microbiota, destaca-se o Enterococcus faecalis, frequentemente, asso-
ciado ao insucesso dos tratamentos endodonticos (LIMA; FAVA; SIQUEIRA JR, 2001).
Isso por que este microrganismo demonstra alta resisténcia aos procedimentos endodonti-
cos, incluindo ao hidroxido de célcio (EVANS et al., 2002; WEIGER et al., 1995).

Embora haja significativa redu¢do de microrganismos apos o preparo biomecanico,
alguns trabalhos demonstraram a necessidade da medicagao intracanal entre sessdes, com o
objetivo de potencializar o controle da infeccdo do sistema de canais radiculares (NEVES
etal., 2020; VERA et al., 2012). Entretanto, mesmo com a utiliza¢ao do curativo de demo-
ra, ¢ impossivel a completa eliminagdo de microrganismos do sistema de canais radiculares
(DE KIEVIT; IGLEWSKI, 2000; NAIR, 2006; NAIR et al., 2005).

Desta forma, ¢ importante também que os materiais obturadores possuam atividade
antibacteriana para auxiliar na elimina¢do dos microrganismos que, porventura, permane-
¢am nas ramificacdes e tubulos dentinarios (SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008; SIQUEIRA
JR et al., 2018). A adicdo de antibioticos aos cimentos pode aumentar seus efeitos antimi-
crobianos, o que levaria a uma importante redu¢do da concentragdo de microrganismos,
favorecendo a resposta do hospedeiro (ANDOLFATTO et al., 2017; BAER; MAKI, 2010;
HOELSCHER; BAHCALL; MAKI, 2006).

Sabendo-se da importancia do Enterococcus faecalis nas infec¢cdes endodonticas e
da sua correlagdo com o fracasso do tratamento endoddntico, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito antimicrobiano da adi¢cao de amoxicilina e ciprofloxacina a diferentes

cimentos endodonticos, sobre diferentes linhagens de Enterococcus faecalis.
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MATERIAL E METODOS

Os cimentos endodonticos avaliados foram: MTA Fillapex (Angelus, Londrina, PR,
Brasil), Sealapex (SybronEndo, Glendora, CA, EUA), Sealer 26 (Dentsply, Petropolis, RJ,
Brasil) e Endofill (Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil), puros ou associados a 5% (por peso)
de amoxicilina ou ciprofloxacina (DE FREITAS et al., 2017)calcium hydroxide paste with
propylene glycol; group 2, calcium hydroxide paste with propylene glycol + 5% diclofenac
sodium; group 3, calcium hydroxide paste with propylene glycol + 5% ibuprofen; group 4,
calcium hydroxide paste with propylene glycol + 5% ciprofloxacin; and group 6, positive
control (without medication. O teste de difusdo radial e o método do contato direto foram

utilizados para verificar a atividade antibacteriana dos materiais.

Teste da difusao radial

Duas linhagens de E. faecalis (ATCC 29212 e ATCC 4083) foram ativadas em agar
(BHI, Brain Heart Infusion, Merck®) a 37° C, por 24 a 48 horas.

Destas placas, 5 colonias foram transferidas para um tubo com 5 mL de BHI que foi
incubado overnight a 37°C. Apds o crescimento bacteriano, a densidade Optica foi ajustada
em solugdo salina estéril de acordo com os padrdes de turbidez de McFarland (1.5 x 108
unidades formadoras de colonia mL-1). Pocos (5 mm de didmetro e 3 mm de profundida-
de) foram feitos em placas de Petri (150 x 10 mm), previamente preparadas com BHI de 6
mm de espessura. Apds a manipulagdo dos cimentos, os pogos foram preenchidos com os
diferentes materiais e as placas foram mantidas por 2 horas a temperatura ambiente. Além
disso, com o objetivo de avaliar a atividade antibacteriana dos cimentos ap6s a presa, discos
de papel foram impregnados com os cimentos. Feito isso, os discos foram colocados em

contato direto na superficie do agar.

Entdo, as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Os halos de ini-
bicao foram mensurados utilizando um paquimetro digital. Os discos impregnados com os
cimentos foram mantidos em ambiente umido e estéril por 24 horas e por 7, 15, e 60 dias
para serem testados frente as bactérias nesses periodos. Todas as andlises foram realizadas

em triplicata.

Teste do contato direto

Quarenta tubos de Eppendorf foram utilizados para o teste do contato direto. Apods a
manipulagdo, os cimentos foram colocados na base dos tubos; cada tubo recebeu o mesmo
volume de cimento (GOMES et al., 2004). Diferentes avaliagdes foram realizadas apos 20
minutos, 24 horas, 7, 15 e 60 dias apos a espatulagdo, sendo mantidos em ambiente umido
a37°C.
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Um volume de 10 microlitros da suspensdo bacteriana de cada linhagem, contendo
1,5 x 108 Unidades Formadoras de Colonias mL-1, foi, cuidadosamente, inoculado nas
superficies de todos os cimentos. Uma suspensao bacteriana foi inoculada em um tubo nao
revestido com cimento e serviu como controle. Os tubos foram incubados em camara imi-
da a 37°C, por 24 horas. Em seguida, 150 microlitros de caldo BHI foi adicionado em cada
tubo revestido, que foi suavemente agitado por 1 minuto com pipeta automatica. Apos a
agitacdo, 100 microlitros da suspensao de contato foram diluidos em dilui¢des decimais até
10-4 em caldo BHI. Entdo, de cada dilui¢do decimal foram transferidos 20 microlitros para
a superficie de placas com BHI Agar, semeadas por espalhamento com alga de Drigalski e
incubadas a 37°C, por 24 horas. As coldnias sobre a superficie das placas foram contadas
e o valor do crescimento bacteriano, que foi dado em Unidades Formadoras de Colonias

mL-1 (UFC mL-1), foi calculado. Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica, por meio da ANOVA e teste de

Tukey para as comparagdes, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Teste da difusao radial

O MTA Fillapex associado a amoxicilina promoveu um aumento no crescimento
bacteriano da ATCC 29212 (30 mm) e ATCC 4083 (36 mm) em comparagdo com 0S outros
grupos (p<0.001), ap6s 24 h, em dgar BHI. Em relagdo aos cimentos puros, somente o

Sealapex exibiram halos de inibi¢do contra ambas as linhagens (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Médias (mm) e desvio padrao dos halos de inibig¢ao pelo teste de difusdo radial

29212 4083
Grupos
Puro Amoxicilina  Ciprofloxacina Puro Amoxicilina  Ciprofloxacina
MTA Filapex 04 30.00%2 26.00% (s 36.0082 27.00%
27.675° 21.67% 25.33¢
Endofill 0Aa (A2 30.008°®
=0.5774 +0 5774 +0.5774
25.33B¢ 25.33B=2 14.33B¢
Sealer 26 042 (A2 27.00%2
=0.5774 +0.5774 +0.5774
) 12.678¢ 25.67¢ 34.675¢ 26.33¢
Sealapex 7.004P 8.004°
=0.5774 +0.5774 +0.5774 +0.5774

Letras maiusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica entre os diferentes antibioticos associados aos cimentos
testados. Letras mumisculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticamente significantes entre cada cimento.

Fonte: elaborada pelo autor
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Tabela 2. Médias (mm) e desvio padrao dos halos de inibi¢cdo ap6s diferentes periodos

(discos impregnados)

Grupos 29212 4083
Fresco 24h 7d 15d 60d Fresco 24h 7d 15d 60d
MTA Filapex
Puro 01: Ob 0= 0= 0 0= Qs Oc’ O's 0=
Amoxicilina 29.674 304 30332 29.33= 26332 29.67* 30 30.33f 100 29332
£0.5774 L0574 05774 £5.508 £0.5774 +0.5774 £0.5774
Ciproﬂoxacina 2'5'_3_3; 2452 25 '_67b 24-33b 24._6?3 26__3_?5 27= 26 266 267_3??
05774 £05774 2082 £0.5774 £0.5774 05774
Endofill
Puro 01: Ob 0= 0= Qe 0= Qe Oc’. O'o 0=
27 3 7 29332
Amoxicilina 2/ 667 3w 408 36" 302 > 25 300 26b
+0.3774 +0.3774 =).5774
20674 24.67° 23.33=
: : 214 25b 26 250 25b 240 270
Ciprofloxacina 05774 “ - 05774 +0.5774
Sealer 26
Puro 01: Ob 0= 0= Qe 0= Qe Oc’. O'o 0=
25332 25332 26.672 14.33f 14.67¢ 24 673
! icili 300 32f 302 26b
Amoxicilina o0 5 gy 05774 £0.5774 205774 05774 ?
. . 17.674 19.67 24.67¢ _ 21.67¢ 19.67F
252 252 23b 25P 172
Ciprofloxacina < 20,5774 - 0.5774 05774 05774 0.5774
Sealapex
6667 6667 6333 6334 7.674 7334 i}
6d 72 7e 'l,rd
Puro 205774 A05T4 205774 205774 H5TTE 205774
14.334 29672 38.33¢ 33.67=
! icili 134 40 402 400 302 36k
Amoxicilina £1.115 £0.5774 05774 205774
2467 24332 , 25672 24670 24 67¢ 29332
: : 51: 278 D6 20z
Ciprofloxacina o ) upsppy 2 ‘ £0.5774 0574 05774 - o5t

Letras minuasculas diferentes nas colunas indicam diferengas estatisticamente significantes entre cada cimento

em cada periodo.

Fonte: elaborada pelo autor

As tabelas 3 e 4 exibiram que a adi¢do de antibidticos reduziu significativamente o
crescimento bacteriano de ambas as cepas em comparagao aos cimentos puros (p<0,05) nos
diferentes periodos experimentais. Apds 24 horas, MTA Fillapex+amoxicilina apresentou
mais atividade antibacteriana do que os outros materiais (p<0,05) contra a ATCC 29212.
No mesmo periodo, os valores do MTA Fillapex, Endofill e Sealapex com amoxicilina fo-
ram significativamente maiores em comparacdo ao Sealer 26+amoxicilina (p<0,05) contra
ATCC 4083; nao foram observadas diferencas estatisticas significantes entre 0 MTA Filla-
pex, Endofill e Sealapex. Apos 7 dias, Sealapex+amoxicilina mostrou aumento dos halos
de inibicao comparados aos outros cimentos frente ao E. faecalis (p<0.05). Nos periodos
de 15 e 60 dias, Endofill e Sealapex misturados a amoxicilina reduziram significativamente
o crescimento bacteriano da ATCC 29212 (p<0,05). No entanto, Sealapex + amoxicilina
exibiu aumento nos halos de inibi¢ao contra a ATCC 4083 (p<0,001).

Com relagdo aos cimentos com ciprofloxacina frente a ATCC 29212, valores mais
baixos foram vistos com Endofill, apos 24 horas, e Sealer 26 aos 7, 15 e 60 dias (p<0,05). A
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atividade antibacteriana frente 8 ATCC 4083 foi significativamente maior no MTA Fillapex
e Sealapex em comparagdo aos demais grupos, exceto apos 24 horas. Nesse periodo, MTA
Fillapex reduziu estatisticamente o crescimento do E. faecalis (p<0,05) em comparagdo aos

outros cimentos (Tabelas 3).

Tabela 3. Valores (Unidades Formadoras de Colonias por mL-1) dos materiais avaliados contra
ATCC 20212 e ATCC 4083 apos os diferentes periodos (contato direto).

Grupos 29212 4083
Fresco 24h 7d 15d 60d Fresco 24h 7d 15d 60d
MTA Filapex
Puro 330.000 330.000 330.000 350.000 370.000 280.000 250.000 300.000 300.000 300.000
Amoxicilina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ciprofloxacina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Endofil
Puro 320.000  320.000 330.000 160.000 350.000 310.000  310.000 300.000 290.000 320.000
Amoxicilina 0 0 0 35.000 80.000 0 0 0 40.000 110.000
Ciprofloxacina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sealer 26
Puro 350.000  350.000 370.000 370.000 390.000 330.000  320.000 330.000 300.000 290.000
Amoxicilina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ciprofloxacina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sealapex
Puro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amoxicilina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ciprofloxacina 0 0 0 0 0 (1] 0 0 (1] 0

Teste do contato direto

Os dados mostram que o MTA Fillapex, Endofill e Sealer 26 puros permitiram cres-
cimento bacteriano das duas linhagens em todos os periodos experimentais. Com relacdo
aos cimentos misturados aos antibioticos, as Unidades Formadoras de Coldonia (ATCC
29212 e 4083) foram observadas somente em contato com o Endofill+amoxicilina ap6s 15
e 60 dias. Nenhum dos materiais associados a ciprofloxacina permitiram o crescimento do
E. faecalis

DISCUSSAO

Considerando a resisténcia do E. faecalis ao tratamento endodontico (EVANS et al.,
2002; ROCAS; SIQUEIRAIJR; SANTOS, 2004), ¢ importante melhorar a atividade antimi-
crobiana dos materiais endodonticos. O presente estudo avaliou o efeito da associagdo da
amoxilicina e da ciprofloxacina a atividade antibacteriana de alguns cimentos para obtura-
¢do do canal radicular contra duas linhagens de Enterococcus faecalis (ATCC 4083 e ATCC
29212). Estudos prévios que avaliaram a atividade antibacteriana dos materiais utilizaram
diferentes linhagens (DE FREITAS et al., 2017; POGGIO et al., 2011; REZENDE et al.,
2008; SALEM-MILANI et al., 2013). No entanto, considerando o objetivo deste estudo
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que ¢ analisar cimentos endodonticos associados a antibidticos, ¢ importante utilizar uma
linhagem isolada de uma infec¢do radicular, ATCC 4083, reproduzindo resultados confia-

veis para aplicagdo clinica.

O método da difusdo radial ¢ amplamente utilizado em testes antimicrobianos de
materiais endodonticos (HOELSCHER; BAHCALL; MAKI, 2006; MIYAGAK et al.,
2006; TANOMARU-FILHO et al., 2007), porém algumas limitagdes sdo, frequentemente,
associadas a esse método (PUMAROLA et al., 1992; TOBIAS, 1988). Assim, neste estudo,
o método do contato direto também foi realizado. Essa metodologia permite a avaliagao
da atividade antimicrobiana dos materiais nos diferentes estagios, incluindo apds a presa
(GOMES et al., 2004).

O primeiro relato da associagdo de antibioticos aos materiais para obturagdo de
canais radiculares foi descrito por BUCHHOLZ e ENGELBRECHT em 1970. O sucesso
desse procedimento depende do antibidtico utilizado que deve ser escolhido de acordo com
a susceptibilidade do microrganismo envolvido (KLEKAMP et al., 1999). Estudos prévios
avaliaram a efetividade da adicdo de amoxicilina, clindamicina e doxiciclina a um cimento
endodontico contra E. faecalis e verificaram que a quantidade de 10% promoveu uma me-
lhor atividade antimicrobiana (BAER; MAKI, 2010; HOELSCHER; BAHCALL; MAKI,
2006). No entanto, foi demonstrado que 10% de amoxicilina prejudicou o tempo de presa e
o escoamento (ANDOLFATTO et al., 2017). No presente estudo, a propor¢ao utilizada esta
de acordo com pesquisas prévias (DE FREITAS et al., 2017).

Nossos resultados claramente mostram que o Sealapex foi o Unico dos cimentos
puros que apresentou atividade antimicrobiana contra as linhagens de E. faecalis. Esse
achado esta de acordo com estudos ja realizados (BODRUMLU; SEMIZ, 2006; YASU-
DA; KAMAGUCHI; SAITO, 2008). Além disso, a adi¢do de amoxicilina e ciprofloxacina
aumentou o efeito antibacteriano em todos os materiais avaliados. As vantagens de se adi-
cionar amoxicilina aos materiais endodonticos ja foi demonstrada (BAER; MAKI, 2010;
HOELSCHER; BAHCALL; MAKI, 2006).

No presente trabalho, os cimentos foram avaliados, imediatamente, apds a espatu-
lagdo e apos o tempo de presa. Com exce¢dao do Endofill+amoxicilina, apos 15 e 60 dias,
todos os materiais inibiram o crescimento bacteriano apds a presa. Tendo em vista que o
MTA Fillapex, Sealer 26 e Endofill puros ndo exibiram atividade antibacteriana, € possivel
que a liberagdo de antibioticos possa ser responsavel pelo aumento do efeito. Esses resul-
tados sugerem que a mistura da amoxicilina e da ciprofloxacina proporcionam vantagens
clinicas contra os microrganismos resistentes. Embora os dois antibidticos aumentem o
efeito frente as duas linhagens de E. faecalis, MTA Fillapex e Sealapex apresentaram as
melhores atividades antibacterianas contra a ATCC 4083, especialmente quando associadas

a amoxicilina.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, a associacdo dos antibioticos au-
mentou o efeito antibacteriano dos cimentos avaliados frente ao E. faecalis. Portanto, as
associacoes, principalmente, a MTA Fillapex e Sealapex, podem ser consideradas alter-
nativas para a pratica clinica. No entanto, outros estudos sdo necessarios para confirmar
esses dados e investigar a influéncia nas propriedades bioldgicas e em outras propriedades

fisico-quimicas dos materiais obturadores.
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