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Resumo

O objetivo deste trabalho foi testar a efetividade antimi-
crobiana do hidróxido de cálcio, metronidazol e ciprofloxa-
cina, quando utilizados isolados ou em associações sobre
o Enterococcus faecalis. Uma colônia de Enterococcus fae-
calis ATCC 29212 foi cultivada e, após o desenvolvimento,
os microrganismos foram removidos e inoculados em infu-
são de Mueller-Hinton. As placas foram divididas em quatro
partes e ao centro de cada divisão foi realizado um poço
para a colocação das medicações. A ciprofloxacina isolada
foi a medicação mais efetiva. Considerando as associações,
todas promoveram inibição, sem diferenças estatisticamen-
te significativas. O hidróxido de cálcio e metronidazol isola-
dos não apresentaram poder antimicrobiano.

Palavras-chave: ciprofloxacina; metronidazol; hidró-
xido de cálcio; enterococcus faecalis.

Abstract

The objective of this study was to verify the antimicro-
bial effectiveness of calcium hydroxide, metronidazole and
ciprofloxacin, when used alone or in associations against
Enterococcus faecalis. A colony of Enterococcus faecalis
ATCC 29212 was grown and after development, the micro-
organisms were removed and inoculated on Mueller-Hin-
ton infusion. The objective of this study was to verify the
antimicrobial effectiveness of calcium hydroxide, metroni-
dazole and ciprofloxacin, when used alone or in associa-
tions against Enterococcus faecalis. A colony of Enterococ-
cus faecalis ATCC 29212 was grown and after develop-
ment, the microorganisms were removed and inoculated
on Mueller-Hinton infusion. The plates were divided into
four parts and in the center of each division a well was
done for placement of the medications. The ciprofloxacin
alone was the most effective medication. Considering the
associations, all promoted inhibition, without statistically
significant differences. The calcium hydroxide and metro-
nidazole alone showed no antimicrobial action.

Keywords: ciprofloxacin; metronidazole, calcium
hydroxide; enterococcus faecalis.

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução

A
Endodontia, enquanto especialidade, visa o tratamen-
to das afecções pulpares e periapicais com o intuito de
 manter o dente envolvido em condições funcionais. No

entanto, em determinadas situações o profissional se depara
com sinais e sintomas não condizentes com o reparo dos teci-
dos acometidos, caracterizando-se desta forma o insucesso da
terapia instituída.

Dentro deste contexto, a limpeza e modelagem assumem gran-
de importância em relação à medicação intracanal como forma
de sanificação dos canais radiculares (9). No entanto, há de se
considerar a importância da medicação intracanal como um pas-
so essencial principalmente nos casos de lesões resistentes, onde
se destaca o Enterococcus Faecalis como um dos principais mi-
crorganismos responsáveis por estas patologias (18).

Na tentativa de suprir as limitações do hidróxido de cál-
cio, outras medicações têm sido propostas. Dentre elas des-
taca-se a associação medicamentosa à base de hidróxido
de cálcio, metronizadol e ciprofloxacina – CFC - (8, 14, 19).
No entanto, poucos estudos com o emprego de tal medica-
ção são relatados na literatura. Frente ao exposto, o pre-
sente estudo teve por objetivo: avaliar a atividade antimi-
crobiana da referidas substâncias que compõe o CFC, iso-
ladas ou em associação, bem como, em diferentes concen-
trações sobre o Enterococcus Faecalis.

Material e MétodoMaterial e MétodoMaterial e MétodoMaterial e MétodoMaterial e Método

A atividade antimicrobiana foi avaliada através do método
clássico de difusão radial em ágar. Inicialmente, retirou-se um
disco de Enterococcus faecalis ATCC 29212 liofilizado, prensa-
do e inoculado em caldo Brain Heart Infusion (BHI) para cres-
cimento em temperatura de 35°C por 24h. Após crescimento,
observado pela turvação do meio de cultura, as bactérias fo-
ram semeadas em uma placa de Petri contendo ágar Muller
Hinton suplementado com sangue de carneiro desfibrinado
(ágar sangue) e colocada em cultura a 35°C por 24 horas. Atin-
gido o desenvolvimento bacteriano, várias colônias foram re-
movidas com uma alça de platina, inoculadas em cinco placas
de petri contendo ágar Muller Hinton e deixadas em estufa por
24h a 35°C. A partir do crescimento, com auxílio de alça de pla-
tina, algumas colônias foram retiradas e inoculadas em tubos
contendo 2,5 ml solução fisiológica (NaCl 0,9%) e a turgidez foi
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ajustada a 0,5 padrão de McFar-
land utilizando-se um densímetro.

Para avaliação da efetividade
das medicações, foi realizada a
técnica da difusão em ágar pelo
método de poço, em placas com
camada dupla, ou seja, camada
base e camada seed de meio de
cultura de ágar Muller Hinton.
Após a solidificação, foram adi-
cionados 12,5 mL de ágar Muller
Hinton esterilizado e resfriado a
50ºC, ao qual foi incorporado 2,5
mL de inóculo de microrganis-
mo indicador com auxílio de
uma pipeta esterilizada para a
obtenção da camada seed. Soli-
dificada a camada seed, as pla-
cas foram divididas em quatro
partes iguais e ao centro de cada
divisão poços foram confeccio-
nados pela remoção do ágar, com
cilindros plásticos com cerca de
4 mm de diâmetro.

As medicações foram prepara-
das em farmácia de manipulação
de acordo com as especificações
contidas no quadro 1. Os grupos
1, 2 e 3 deveriam conter cápsulas
de 40mg da associação entre hi-
dróxido de cálcio p.a., ciprofloxa-
cina e metronidazol, tendo como
variação a proporção entre as
medicações. No grupo 1 a maior
concentração foi de metronida-
zol, no grupo 2 de ciprofloxacina
e no grupo 3 de hidróxido de cál-
cio. Este último grupo caracteri-
zou a formulação padrão, consi-
derando-se as proporções de
50%Ca(OH)

2
 e 25% ciprofloxaci-

na e 25% metronidazol (10).
  Nos grupos 4, 5 e 6 foram tes-

tadas as medicações isolada-
mente em cápsulas de 10mg.

Os medicamentos foram ma-
nipulados utilizando-se placa de
vidro e espátula metálica esté-
reis. Para composição da pasta,
utilizou-se em todos os grupos
como veículo o propilenoglicol
atingindo a mesma consistência
preconizada nas pastas à base de

hidróxido de cálcio. Com o objetivo de facilitar a colocação dos ma-
teriais, após a sua manipulação, cada uma das drogas testadas foi
inserida nos poços utilizando-se seringa de plástico esterilizada.
Teve-se o cuidado para que cada um dos orifícios fosse preenchido
com as respectivas pastas, sem, entretanto extravasar as mesmas para
o restante da placa.

Desta forma, cada placa continha quatro medicações testes, sen-
do três combinações das diferentes concentrações da associação e
uma medicação isolada. Ao final, obtiveram-se três repetições para
cada grupo.

Em seguida, as placas foram pré-incubadas à temperatura ambi-
ente por 2 horas, para difusão das substâncias antes do início do
desenvolvimento das cepas. Após, as placas foram colocadas em
estufa por 48h a 35°C. Decorrido este período, as placas de petri
foram levadas a um contador de colônias e um único avaliador,  re-
alizou a leitura do diâmetro dos halos de inibição com auxílio de
uma régua milímetrada. Os dados foram analisados pelo Programa
Estatístico GMC versão 8.1

ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados

As médias das medidas, em milímetros, dos halos de inibição
encontram-se descritas na tabela I. Inicialmente verificou-se a dis-
tribuição da amostra pelo teste de aderência à curva, detectando-se
uma distribuição não normal da amostra. Em sequência, aplicou-se
o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis para múltiplas compara-
ções. Na avaliação geral, comparando as substâncias isoladas ou em
associações, o grupo 4 foi o mais efetivo de todos com diferenças
estatisticamente significantes em nível de 5%. Entre os demais não
houve diferença.

Levando em consideração a efetividade das substâncias isola-
das, pode-se observar que a ciprofloxacina foi a medicação mais
efetiva, enquanto o metronizadol e o hidróxido de cálcio não apre-
sentaram ação antibacteriana ao Enterococcus Faecalis. Em relação
às diferentes concentrações das associações (grupos 1, 2 e 3), não
foram detectadas diferenças estatisticamente significativas entre si,
sendo que todas as associações promoveram inibição do crescimento
bacteriano no período analisado (tabela II).

Quadro 1.  Classificação dos grupos testados, considerando o uso isolado ou
em associação e a concentração de cada substância

Grupo

1

2

3

4

5

6

Componentes da medicação

Ca(OH)
 2
 10mg + Ciprofloxacina 10mg + Metronidazol 20mg

Ca(OH)
2
 10mg + Ciprofloxacina 20mg + Metronidazol 10mg

Ca(OH)
 2
 20mg + Ciprofloxacina 10mg + Metronidazol 10mg

Ciprofloxacina 10mg

Metronidazol 10mg

Ca(OH)
 2

- 10mg
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DiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussão

Há um consenso de que a lesão periapical persistente após tera-
pia endodôntica apresenta uma etiologia e uma terapêutica mais
complexas (13). Mesmo os tratamentos mais cuidadosos podem apre-
sentar lesões persistentes devido à complexidade anatômica do sis-
tema de canais radiculares com regiões que não podem ser adequa-
damente instrumentadas e obturadas (12).

O tratamento em sessão única tem mostrado a permanência
de infecção residual, principalmente localizada nas áreas ina-
cessíveis à instrumentação, podendo atingir índices superiores
a 85% dos casos (12). Nesta lógica, as taxas de sucesso são signi-
ficativamente maiores com o uso da medicação intracanal nos
casos com presenças de lesões apicais, quando comparado ao
tratamento em sessão única (15).

Considerando as bactérias envolvidas nos casos resistentes assin-
tomáticos, poucas espécies foram identificadas, sendo principalmen-
te encontrados cocos gram positivos e filamentos. A presença do En-
terococcus faecalis nos casos de lesões persistentes tem interesse par-
ticular, porque este microrganismo raramente é identificado nas in-
fecções endodônticas primárias (17). No entanto, é considerado o
microrganismo mais relacionado aos casos de insucesso (19).

Neste particular é fundamental mencionar que o microrganismo
é resistente à maioria das medicações intracanais e tolera pH supe-
riores a 11,5 (1), o que pode justificar sua resistência à ação do hi-
dróxido de cálcio quando utilizado como medicação intracanal. Esta
resistência provavelmente ocorre por sua habilidade em regular o
pH internamente através de uma bomba de prótons (5). Ele sobrevi-
ve a prolongados períodos de falta de alimento (7) e pode crescer
como uma monoinfecção, não necessitando de sinergismo (6).

Ainda, sugere-se que o Enterococcus Faecalis pode ser inibido
por outros microrganismos geralmente presentes nas infecções
primárias. No entanto, tem a capacidade de sobrevivência e latên-
cia, adaptando-se a várias condições ambientais, isto inclui a habi-
lidade de sobreviver em ambientes com nutrientes escassos e de
se multiplicar quando fontes nutricionais são restabelecidas (18).

A adesão dentinária é apontada como principal fator que aumen-
ta a resistência do Enterococcus Faecalis ao hidróxido de cálcio (4).

Seguindo a mesma linha, estudo
recente destaca que o Enterococ-
cus Faecalis pode formar um bi-
ofilme calcificado na porção ex-
terna radicular bem como no in-
terior dos canais e que a presen-
ça do hidróxido de cálcio pode
ter um efeito negativo aumen-
tando a força de aderência do
microrganismo ao colágeno tipo
I, dificultando ainda mais sua
eliminação (16).

Levando em consideração o
presente estudo, o uso isolado
da ciprofloxacina atingiu os
maiores halos de inibição. Acre-
dita-se que a eficácia sobre o En-
teroccocus Faecalis ocorreu de-
vido ao espectro de ação que o
medicamento possui sobre co-
cos gram positivos. Em relação
ao metronidazol, este apresen-
tou apenas uma inibição parci-
al, a qual não foi considerada.
Tal fato, provavelmente justifi-
ca-se por ser uma medicação
que tem como ação principal a
eliminação de microrganismos
gram negativos (20).

Quanto ao hidróxido de cál-
cio, esse tem como ação princi-
pal manter o pH alcalino, inibin-
do o crescimento e proliferação
bacteriana. Com o uso do pro-
pilenoglicol como veículo, a li-
beração e dissociação do hidró-
xido de cálcio dão-se de forma
lenta (11). Talvez esta caracterís-
tica justifique o resultado insa-
tisfatório do hidróxido de cálcio
no período analisado, o qual
não permitiu a dissociação e li-
beração dos íons OH para ele-
vação do pH.

É oportuno lembrar que, a
partir da tentativa de explicação
do mecanismo antimicrobiano
do hidróxido de cálcio, observa-
se, como alvo vulnerável às alte-
rações de pH, as enzimas presen-
tes na membrana citoplasmática,
que podem ser levadas à inati-
vação, reversível ou irreversível,

Tabela I. Médias,
em milímetros, dos
halos de inibição
atingidos por cada
grupo

Tabela II. Comparação entre os grupos

Grupos

1

2

3

4

5

6

Médias

3,13

3,1

3

3,37

0

0

Comparação entre grupos

1  X   4

2   X   4

3   X   4

3   X   5

3   X   4

Comparação entre grupos

1  X   4

2   X   4

3   X   4

3   X   5

3   X   4
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ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão

F r e n t e  à s  c o n d i ç õ e s  d o
p r e s e n t e  e s t u d o  f o i  p o s s í v e l
concluir que:

1. 1. 1. 1. 1. a medicação mais efetiva fren-
te ao Enterococcus Faecalis foi a
ciprofloxacina de uso isolado,
com resultados significantes ao
nível de 5%.;

2.2.2.2.2. o metronizadol e o hidróxido
de cálcio, quando utilizados iso-
ladamente, considerando o tem-
po avaliado, não apresentaram
ação antibacteriana sobre o mi-
crorganismo analisado;

3. 3. 3. 3. 3. em relação às diferentes con-
centrações das associações (gru-
pos I, II e III), não foram detec-
tadas diferenças estatisticamen-
te significativas, sendo que todas
as associações promoveram ini-
bição do crescimento bacteriano
no período analisado.
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devido à ação lenta do hidróxi-
do de cálcio.
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presente estudo corroboram com
os relatados na literatura (14)
onde o CFC foi a medicação mais
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coccus Faecalis e a apontam
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se o grupo mais efetivo, poderia
se indicar o uso da ciprofloxaci-
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os maiores níveis de inibição
sendo estes estatisticamente su-
periores as demais medicações
e associações testadas. No en-
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diferentes concentrações, obser-
vou-se que a menor concentra-
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cimento bacteriano.

Frente ao exposto, evidencia-
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ção ao emprego da medicação
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ciso da presença de uma lesão
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da resistência bacteriana e prin-
cipalmente o comportamento
clínico desta medicação devem
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