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Resumo

O objetivo deste trabalho foi testar a efetividade antimi-
crobiana do hidroxido de calcio, metronidazol e ciprofloxa-
cina, quando utilizados isolados ou em associagdes sobre
0 Enterococcus faecalis. Uma colénia de Enterococcus fae-
calis ATCC 29212 foi cultivada e, apés o desenvolvimento,
o0s microrganismos foram removidos e inoculados em infu-
sdo de Mueller-Hinton. As placas foram divididas em quatro
partes e ao centro de cada diviséo foi realizado um pogo
para a colocagdo das medicagdes. A ciprofloxacina isolada
foi a medicagdo mais efetiva. Considerando as associagdes,
todas promoveram inibigao, sem diferengas estatisticamen-
te significativas. O hidroxido de célcio e metronidazol isola-
dos ndo apresentaram poder antimicrobiano.

Palavras-chave: ciprofloxacina; metronidazol; hidré-
xido de calcio; 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.

Introducido

Endodontia, enquanto especialidade, visa o tratamen-

to das afeccdes pulpares e periapicais com o intuito de

manter o dente envolvido em condi¢des funcionais. No
entanto, em determinadas situacdes o profissional se depara
com sinais e sintomas ndo condizentes com o reparo dos teci-
dos acometidos, caracterizando-se desta forma o insucesso da
terapia instituida.

Dentro deste contexto, a limpeza e modelagem assumem gran-
de importancia em relacdo a medicacdo intracanal como forma
de sanificacdo dos canais radiculares (9). No entanto, ha de se
considerar a importancia da medicacao intracanal como um pas-
so essencial principalmente nos casos de lesdes resistentes, onde
se destaca o Enterococcus Faecalis como um dos principais mi-
crorganismos responsdveis por estas patologias (18).

Na tentativa de suprir as limitacdes do hidréxido de cal-
cio, outras medicag¢des tém sido propostas. Dentre elas des-
taca-se a associacdo medicamentosa a base de hidréxido
de cdlcio, metronizadol e ciprofloxacina — CFC - (8, 14, 19).
No entanto, poucos estudos com o emprego de tal medica-
cdo sdo relatados na literatura. Frente ao exposto, o pre-
sente estudo teve por objetivo: avaliar a atividade antimi-
crobiana da referidas substancias que compde o CFC, iso-
ladas ou em associacdo, bem como, em diferentes concen-
tracdes sobre o Enterococcus Faecalis.

Material e Método

A atividade antimicrobiana foi avaliada através do método
cldssico de difusao radial em dgar. 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. Apés crescimento,
observado pela turvacdo do meio de cultura, as bactérias fo-
ram semeadas em uma placa de Petri contendo dgar Muller
Hinton suplementado com sangue de carneiro desfibrinado
(dgar sangue) e colocada em cultura a 35°C por 24 horas. Atin-
gido o desenvolvimento bacteriano, vdrias colonias foram re-
movidas com uma alca de platina, inoculadas em cinco placas
de petri contendo dgar Muller Hinton e deixadas em estufa por
24h a 35°C. A partir do crescimento, com auxilio de alca de pla-
tina, algumas coldnias foram retiradas e inoculadas em tubos
contendo 2,5 ml solugao fisiolégica (NaCl 0,9%) e a turgidez foi
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ajustada a 0,5 padrao de McFar-
land utilizando-se um densimetro.

Para avaliacao da efetividade
das medicacdes, foi realizada a
técnica da difusdao em dgar pelo
método de poco, em placas com
camada dupla, ou seja, camada
base e camada seed de meio de
cultura de dgar Muller Hinton.
Apés a solidificacao, foram adi-
cionados 12,5 mL de dgar Muller
Hinton esterilizado e resfriado a
50°C, ao qual foi incorporado 2,5
mL de in6culo de microrganis-
mo indicador com auxilio de
uma pipeta esterilizada para a
obtencdo da camada seed. Soli-
dificada a camada seed, as pla-
cas foram divididas em quatro
partes iguais e ao centro de cada
divisdao pocos foram confeccio-
nados pela remocdo do dgar, com
cilindros pldsticos com cerca de
4 mm de diametro.

As medicagoes foram prepara-
das em farmdcia de manipulacao
de acordo com as especificacoes
contidas no quadro 1. Os grupos
1, 2 e 3 deveriam conter capsulas
de 40mg da associagdo entre hi-
dréxido de cdlcio p.a., ciprofloxa-
cina e metronidazol, tendo como
variacdo a proporcao entre as
medicacdes. No grupo 1 a maior
concentracao foi de metronida-
zol, no grupo 2 de ciprofloxacina
e no grupo 3 de hidréxido de cal-
cio. Este dltimo grupo caracteri-
zou a formulacado padrao, consi-
derando-se as proporcoes de
50%Ca(OH), e 25% ciprofloxaci-
na e 25% metronidazol (10).

Nos grupos 4, 5 e 6 foram tes-
tadas as medicacdes isolada-
mente em cédpsulas de 10mg.

Os medicamentos foram ma-
nipulados utilizando-se placa de
vidro e espdtula metdlica esté-
reis. Para composicado da pasta,
utilizou-se em todos os grupos
como veiculo o propilenoglicol
atingindo a mesma consisténcia
preconizada nas pastas a base de

hidréxido de calcio. Com o objetivo de facilitar a colocacdao dos ma-
teriais, ap6s a sua manipulacdo, cada uma das drogas testadas foi
inserida nos pocos utilizando-se seringa de pldstico esterilizada.
Teve-se o cuidado para que cada um dos orificios fosse preenchido
com as respectivas pastas, sem, entretanto extravasar as mesmas para
o restante da placa.

Desta forma, cada placa continha quatro medicacoes testes, sen-
do trés combinacdes das diferentes concentracées da associacdo e
uma medicacgao isolada. Ao final, obtiveram-se trés repeticdoes para
cada grupo.

Em seguida, as placas foram pré-incubadas a temperatura ambi-
ente por 2 horas, para difusdo das substancias antes do inicio do
desenvolvimento das cepas. Apés, as placas foram colocadas em
estufa por 48h a 35°C. Decorrido este periodo, as placas de petri
foram levadas a um contador de coldnias e um tnico avaliador, re-
alizou a leitura do diametro dos halos de inibicdo com auxilio de
uma régua milimetrada. Os dados foram analisados pelo Programa
Estatistico GMC versao 8.1

Resultados

As médias das medidas, em milimetros, dos halos de inibicao
encontram-se descritas na tabela I. Inicialmente verificou-se a dis-
tribuicdo da amostra pelo teste de aderéncia a curva, detectando-se
uma distribuicdo nao normal da amostra. Em sequéncia, aplicou-se
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para multiplas compara-
¢oes. Na avaliacdo geral, comparando as substancias isoladas ou em
associacoes, o grupo 4 foi o mais efetivo de todos com diferencas
estatisticamente significantes em nivel de 5%. Entre os demais nao
houve diferenca.

Levando em consideracdo a efetividade das substancias isola-
das, pode-se observar que a ciprofloxacina foi a medicacdo mais
efetiva, enquanto o metronizadol e o hidréxido de cdlcio ndo apre-
sentaram ac¢do antibacteriana ao Enterococcus Faecalis. Em relagao
as diferentes concentracoes das associacdes (grupos 1, 2 e 3), ndo
foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre si,
sendo que todas as associagdes promoveram inibicdo do crescimento
bacteriano no periodo analisado (tabela II).

Quadro 1. Classificacdo dos grupos testados, considerando o uso isolado ou
em associacao e a concentragao de cada substancia

KGrupo Componentes da medicagao h
1 Ca(OH), 10mg + Ciprofloxacina 10mg + Metronidazol 20mg
2 Ca(OH), 10mg + Ciprofloxacina 20mg + Metronidazol 10mg
3 Ca(OH) , 20mg + Ciprofloxacina 10mg + Metronidazol 10mg
4 Ciprofloxacina 10mg
3 Metronidazol 10mg
6 Ca(OH) ,- 10mg
. J
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Tabela I. Médias,

Tabela Il. Comparacao entre os grupos
em milimetros, dos

halos de inibicdo ([ 5 5 )
atingidos por cg O Comparagao entre grupos | Comparagao entre grupos
grupo 1 X 4 1X 4
Grupos | Médias 2 X 4 2 X 4

1 313 3 X 4 3 X 4

2 3,1 3 X5 3 X5

3 3 L 3 X 4 3 X 4 )

4 3,37

5 0

6 0
| -

Discussao

Ha um consenso de que a lesdo periapical persistente apds tera-
pia endodontica apresenta uma etiologia e uma terapéutica mais
complexas (13). Mesmo os tratamentos mais cuidadosos podem apre-
sentar lesdes persistentes devido a complexidade anatomica do sis-
tema de canais radiculares com regides que nao podem ser adequa-
damente instrumentadas e obturadas (12).

O tratamento em sessdo Unica tem mostrado a permanéncia
de infeccao residual, principalmente localizada nas dreas ina-
cessiveis a instrumentac¢do, podendo atingir indices superiores
a 85% dos casos (12). Nesta l6gica, as taxas de sucesso sdo signi-
ficativamente maiores com o uso da medicac¢do intracanal nos
casos com presencas de lesdes apicais, quando comparado ao
tratamento em sessdo Unica (15).

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

Neste particular é fundamental mencionar que o microrganismo
é resistente a maioria das medicacoes intracanais e tolera pH supe-
riores a 11,5 (1), o que pode justificar sua resisténcia a acao do hi-
dréxido de cdlcio quando utilizado como medicagdo intracanal. Esta
resisténcia provavelmente ocorre por sua habilidade em regular o
pH internamente através de uma bomba de prétons (5). Ele sobrevi-
ve a prolongados periodos de falta de alimento (7) e pode crescer
como uma monoinfec¢do, ndo necessitando de sinergismo (6).

Ainda, sugere-se que o Enterococcus Faecalis pode ser inibido
por outros microrganismos geralmente presentes nas infeccdes
primdrias. No entanto, tem a capacidade de sobrevivéncia e latén-
cia, adaptando-se a vdrias condicdoes ambientais, isto inclui a habi-
lidade de sobreviver em ambientes com nutrientes escassos e de
se multiplicar quando fontes nutricionais sdo restabelecidas (18).

A adesdo dentindria é apontada como principal fator que aumen-
ta a resisténcia do Enterococcus Faecalis ao hidroxido de cdlcio (4).
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Seguindo a mesma linha, estudo
recente destaca que o Enterococ-
cus Faecalis pode formar um bi-
ofilme calcificado na porgao ex-
terna radicular bem como no in-
terior dos canais e que a presen-
ca do hidr6xido de célcio pode
ter um efeito negativo aumen-
tando a forca de aderéncia do
microrganismo ao coldgeno tipo
I, dificultando ainda mais sua
eliminacao (16).

Levando em consideracao o
presente estudo, o uso isolado
da ciprofloxacina atingiu os
maiores halos de inibicdo. Acre-
dita-se que a eficdcia sobre o En-
teroccocus Faecalis ocorreu de-
vido ao espectro de agdo que o
medicamento possui sobre co-
cos gram positivos. Em relacao
ao metronidazol, este apresen-
tou apenas uma inibicdo parci-
al, a qual nao foi considerada.
Tal fato, provavelmente justifi-
ca-se por ser uma medicacdo
que tem como ac¢do principal a
eliminacdo de microrganismos
gram negativos (20).

Quanto ao hidréxido de cdl-
cio, esse tem como acao princi-
pal manter o pH alcalino, inibin-
do o crescimento e proliferacao
bacteriana. Com o uso do pro-
pilenoglicol como veiculo, a li-
beracdo e dissociacao do hidro-
xido de cdlcio dao-se de forma
lenta (11). Talvez esta caracteris-
tica justifique o resultado insa-
tisfatério do hidréxido de cdlcio
no periodo analisado, o qual
nao permitiu a dissociacao e li-
beracdo dos ions OH para ele-
vacao do pH.

E oportuno lembrar que, a
partir da tentativa de explicacao
do mecanismo antimicrobiano
do hidréxido de cdlcio, observa-
se, como alvo vulneravel as alte-
racoes de pH, as enzimas presen-
tes na membrana citoplasmatica,
que podem ser levadas a inati-
vacao, reversivel ou irreversivel,
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quando considerados microrga-
nismos anaerébios e aerébios. E
claro que o efeito antimicrobia-
no depende da velocidade de
liberacao de fons hidroxila, do
tempo de contato de acao direto
ou indireto, para que possam ex-
pressar seu real efeito controla-
dor sobre os microrganismos (3).

Quanto a associacao do gru-
po 1 ter demonstrado uma acgao
superior ao grupo 2, a diferenca
estatisticamente nao pode ser
considerada, mas € sugestivo de
potencializacdo da acao devido
a soma da inibicao total da cipro-
floxacina com a inibicao parcial
do metronidazol (2).

Na terceira associacdo, onde
foi aumentada a quantidade de
hidréxido de cédlcio e a qual se
caracteriza pela composicao
original (10), ndao houve altera-
¢ao significativa na inibicdo an-
timicrobiana, provavelmente
devido a acao lenta do hidroxi-
do de célcio.

Os resultados promissores do
presente estudo corroboram com
os relatados na literatura (14)
onde o CFC foi a medicacdo mais
efetiva na elimina¢ao do Entero-
coccus Faecalis e a apontam
como uma alternativa eficiente
para as infeccdoes endoddnticas
de dificil solucao. Considerando-

se o grupo mais efetivo, poderia
se indicar o uso da ciprofloxaci-
na isolada, pois esta apresentou
os maiores niveis de inibigcado
sendo estes estatisticamente su-
periores as demais medicacgdes
e associacoes testadas. No en-
tanto, sabe-se que a maioria das
infec¢oes endodonticas sdo mis-
tas. Assim, acredita-se que o uso
isolado da ciprofloxacina nao
deve ser recomendado, uma vez
que, empregando-se a associa-
¢do de hidréxido de cdlcio, cipro-
floxacina e metronidazol amplia-
se o espectro de acao da medica-
¢do intracanal, aumentando as
chances de eliminacao das infec-
¢oes endodoOnticas resistentes.
Ainda, em relacdo ao teste das
diferentes concentracdes, obser-
vou-se que a menor concentra-
¢do da ciprofloxacina isolada foi
amais eficiente para inibir o cres-
cimento bacteriano.

Frente ao exposto, evidencia-
se que a conduta clinica em rela-
¢do ao emprego da medicacao
intracanal deve ser criteriosa, ini-
ciando-se pelo diagndéstico pre-
ciso da presenca de uma lesao
resistente. Em outras palavras, o
profissional deve cercar-se de
indicios que apontem que a in-
feccao que persiste no canal nao
seja resultado de procedimentos
clinicos inadequados, e sim re-

sultante da presenca de micror-
ganismos mais patogénicos. As-
sim, o uso responsdavel do CFC,
nao o empregando em qualquer
situacdo, pode evitar uma possi-
vel resisténcia bacteriana. Den-
tro deste contexto, novos estu-
dos que avaliem a possibilidade
da resisténcia bacteriana e prin-
cipalmente o comportamento
clinico desta medicacao devem
ser realizados.

Conclusao

Frente as condi¢des do
presente estudo foi possivel
concluir que:

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

2. o metronizadol e o hidréxido
de célcio, quando utilizados iso-
ladamente, considerando o tem-
po avaliado, ndo apresentaram
acao antibacteriana sobre o mi-
crorganismo analisado;

3. em relacdo as diferentes con-
centracdes das associacgdes (gru-
pos I, II e III), ndo foram detec-
tadas diferencas estatisticamen-
te significativas, sendo que todas
as associacdes promoveram ini-
bicao do crescimento bacteriano
no periodo analisado. ‘/)
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