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RESUMO

As pesquisas com o intuito de descobrir novas substancias com finalidade para medicacao
intracanal é uma realidade. Tem como objetivos principais a melhoria das propriedades dos
medicamentos utilizados usualmente, tais como o hidréxido de calcio para com isso suprir
algumas deficiécias que possam existir. Este trabalho teve como propésito a analise in vitro da
acdo do metronidazol gel em associacdo ao hidréxido de cdlcio e cimento Portland, como
medicacgao intracanal. Os testes foram realizados em bactérias anaerébias facultativas, as quais
compoe a flora de dentes portadores de reagao periapical crénica. O hidréxido de calcio é,
ainda, a medicacao intracanal mais utilizada, visto que, possui efeito antibacteriano pronunciado
contra a maioria dos microrganismos existentes no interior de canais radiculares infectados. O
metronidazol veio a ser testado por possuir capacidade bactericida atuante, principalmente,
em bactérias anaerdbias estritas. Podendo atuar nos microrganismos que sao resistentes a
acao do hidroxido de calcio. Entretanto, ao término deste experimento, o metronidazol gel
quando testado, comparado e associado ao hidréxido de célcio e cimento Portland nao teve
resposta superior a acdo do hidréxido de calcio puro como medicacido intracanal, tendo o
cimento Portland apenas melhorado as propriedades fisico/quimica dessa pasta.

UNITERMOS: cimento Portland; hidréxido de calcio; medicagao intracanal; metronidazol.

SUMMARY

The research with the intention of discovering new substances with purpose for intracanal
medication are a reality. It has as objective main the improvement of the properties of usually
used medicines, such as the calcium hydroxide to with that supply some defaults that can
exist.The aim of this work is analize the action of metronidazol gel in association to calcium
hidroxyde and the Portland cement, as intracanal medication. The tests had been carried
through in ways of culture of facultative anaerobic bacteria, which composes the carrying
tooth flora of chronic periapical reaction. The calcium hidroxyde is, currently, the used
intracanal medication more, since, possesss sharp antibacterial effect against the majority
of the existing microrganisms in the interior of infected canals. Metronidazol came to be
tested by possessing operating bactericidal capacity, mainly, in strict anaerobic bacteria.
That is, microrganismos that are resistant to the action of the calcium hidroxyde. Howeuver,
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metronidazol gel when tested in vitro, compared and associate with hidréxido of calcium
and the Portland cement did not have superior reply the action of the pure calcium hidroxyde
as intracanal medication, having the Portland cement only improved chemical the physical

properties/of this paste.

UNITERMS: Portland cement; metronidazole; calcium hydroxide; intracanal medication.

INTRODUCAO

O tratamento endodéntico em dentes por-
tadores de necrose pulpar com reacao periapical
cronica, requer cuidados especiais do Cirurgiao-
Dentista, visto que existe a presenca de bactérias
principalmente anaerdbias estritas, freqiiente-
mente encontradas no tercgo apical.

Gouvea et al.” (2002), afirmaram que com 0
desenvolvimento das técnicas de coleta das bacté-
rias anaerébias obrigatérias para o seu isolamento
e incubacao, foi possivel determinar a presenca
de bactérias anaerdbias no sistema de canais
radiculares.

Para combater as bactérias que resistiram ao
preparo biomecanico faz-se necessario o uso de
uma medicagao intracanal objetivando a diminui-
cao desses microrganismos.

Para Aguiar et al.! (2005), o hidréxido de calcio
€ uma das principais substancias utilizadas como
medicacado intracanal na Endodontia, por ser
biocompativel, ter acao antiinflamatoéria, higroscé-
pica, acao antibacteriana, estimular a formacao de
tecido mineralizado e contribuir no processo de
reparo tecidual.

No entanto, ha casos em que o mesmo nao
tem sido capaz de debelar a infeccao, devido a
presenca de bactérias altamente resistentes a esta
medicacgao, como o Enterococos faecalis, Siqueira
Jr. et al.!! (1997). Estas, provavelmente, sio uma
das causas das lesoes refratarias. Assim sendo a
busca por uma medicagao ainda mais efetiva tem
sido constante na Endodontia.

O metronidazol possui espectro de acao contra
microrganismos anaerébios estritos. Na perio-
dontia, foi usado com sucesso no tratamento da
GUNA e ja vem sendo utilizado ha alguns anos,
topicamente, associados ou nao a outras drogas
como complemento da terapia mecanica conven-
cional, ja tendo sido comprovada, microbiolo-
gicamente, a reducao da flora anaerdbica com o
seu emprego, Pilatti et al.® (2002).

Ja que o metronidazol vem sendo empregado
na periodontia ha algum tempo com sucesso, além
de ter sido ultilizado por Carneiro®# (2005; 2006)
como medicac¢ao intracanal conseguindo regressao

total das lesoOes periapicais foi que nos propusemos
a avalid-lo in vitro em bactérias anaerdbias
facultativas associadas ao hidréxido de calcio e ao
cimento Portland (CP II-F 32), e este, por apre-
sentar propriedades fisicas consideraveis, para

verificar a sua possivel eficiéncia frente a esses
tipos de microrganismos.

REVISTA DA LITERATURA

A presenca de bactérias e seus produtos no
interior do sistema de canais radiculares tém sido
considerados um pré-requisito para o desenvol-
vimento da reabsorgao 6ssea perirradicular. Na
dinamica de uma infeccao endodoéntica, anaerébios
estritos sao invasores secundarios. Contudo, em
aproximadamente 7 dias apés o estabelecimento
da infeccao, 50% da flora bacteriana ja é composta
por anaerdbios. Em cerca de 3 meses, a proporcao
de anaerdbios pode chegar a 85% da flora. Ap6s 6
meses, hda mesmo um predominio acentuado de
anaeroébios estritos, os quais constituem mais de
90% dos isolados, Siqueira Jr. et al.!® (1997).
Sendo assim, o uso de uma medicac¢ao intracanal
torna-se um passo importante no auxilio e controle
da infeccao endodontica, devendo ser dotada de
potencialidade e acao eficaz frente aos diferentes
tipos respiratérios de microrganismos (aerobios,
microaerofilos e anaerébios).

Estudos tém demonstrado que essa substancia
possui efeito antibacteriano pronunciado contra a
maioria dos microorganismos isolados de canais
radiculares infectados. Todavia, algumas espécies
bacterianas podem ser relativamente resistentes ao
hidréxido de calcio, como ocorre com cepas de
Enterococcus faecalis. Outrossim, a atividade
antibacteriana do hidréxido de calcio restringe-se
a microorganismos em contato direto com esta
substancia, em situacdées nas quais o pH ¢é
extremamente alcalino. Estudos revelaram que
esta substancia nao é eficaz na eliminacao de
bactérias localizadas no interior de tubulos
dentinarios, Siqueira Jr. et al.!? (1997).

A maxima eliminacao de bactérias dos canais
radiculares propicia um ambiente favoravel para
o reparo dos tecido perirradiculares, elevando o

24 . Revista Odonto Ciéncia — Fac. Odonto/PUCRS, v. 22, n. 55, jan./mar. 2007



Atividade antimicrobiana do metronidazol gel associado ...

indice de sucesso da terapia endodoéntica. Portanto,
a busca por um produto cada vez mais eficaz se torna
constante na odontologia, Siqueira Jr. et al.!3 (1996).

O metronidazol é uma droga primeiramente
desenvolvida para ser um agente antitricomona
sistémico, sendo um composto sintético Nitro-
imidazol com ampla atividade, in vitro, contra
microrganismos anaerobicos e possuindo acao
antiinflamatéria, Cavezzi Jr.5 (2002).

Este derivado nitroimidazdélico atua sobre
quase todos os bacilos gram-negativos anaero6-
bicos, incluindo bacteriéides Fragillis e muitos
Clostridium, e nao afetando a microflora saudavel,
Borba et al.2 (1997).

O metronidazol foi utilizado com sucesso no
tratamento da GUNA, periodontite destrutiva e
periodontite crénica, e pericoronarite aguda. Testes
de susceptibilidade in vitro, de bactérias isoladas
de bolsas periodontais indicam que varios destes
microrganismos sdo inibidos por concentragéoes de
metronidazol de 8 ug/ml ou menos no fluido
gengival, Vidigal Jr. et al.'” (1992).

Trindade!® (2003), comparando a composicao
do cimento Portland e MTA — material com 6timas
propriedades fisico-quimicas, 6timos resultados e
respostas teciduais e capacidade antimicrobiana-
verificou que os dois apresentam os mesmos
componetes quimicos, com excecao de o MTA
também apresentar bismuto. Além disso, eles
apresentam respostas teciduais muito semelhan-
tes, com a vantagem de o cimento Portland ter um
reduzido custo quando comparado ao MTA.

MATERIAL E METODO

Materiais testados

Para a realizacdo da parte experimental da
pesquisa em questao, foram preparadas pastas as
quais estao descritas nos Quadros 1 e 2 (conjunto
1 e 2), a seguir, as quais seguiram as recomen-
dacoes de preparo de autores como Torres et al.!®
(2003) e Costa et al.5 (2004).

Especificacao e procedéncia das amostras

Para os testes microbiol6gicos foram utilizados
inéculos microbianos, que consistiram de culturas
de um “pool” de microorganismos microaerofilos
dependente de concentracoes 6timas de CO, tendo
como origem a bacterioteca padrao ATCC da
FIOCRUZ (Fundacao Oswaldo Cruz), sendo a
mesma constituida de microoganismos, os quais
estavam estocados em tubos de armazenagem
contendo sangue desfibrinado de carneiro
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previamente esterilizado em freezer, mantido a
temperatura constante na bacterioteca do labo-
ratério de Microbiologia da Faculdade de Odon-
tologia de Caruaru-FOC.

QUADRO 1 - Pastas experimentais a base de Metro-
nidazol Gel, hidréxido de calcio e Cimento Portland
(CPIIF 32).

CONJUNTO 1
(SUSPENSOES EXPERIMENTAIS)

SUSPENSAO SATURADA (S1)
Cimento Portland (CP Il — F 32) + Hidroxido de Calcio P.A(Reagem®) +
Metronidazol a 2% + Agua Destilada
SUSPENSAO SATURADA (S2)
Cimento Portland (CP Il — F 32) + Hidroxido de Calcio P.A (Reagem®) +
Metronidazol a 1% + Agua Destilada
SUSPENSAO SATURADA (S3)
Cimento Portland (CP Il - F 32) + Hidréxido de Calcio P.A + Metronidazol a 0,5% +
Agua Destilada
SUSPENSAO SATURADA (S4)

Hidréxido de calcio P.A. (R ) + Metronidazol a 2% Agua de Cal

QUADRO 2 - Formulacoes propostas por autores como
Costa et al.6 (2004).

CONJUNTO 2
(SUSPENSOES CONTROLE)
SUSPENSAO SATURADA (S1)

Cimento Portland (CP Il - F 32) + Hidréxido de Calcio P.A (Reagem®) +
Digluconato de Clorhexidina a 0,12%
SUSPENSAO SATURADA (S2)
Cimento Portland (CP Il - F 32) + Hidréxido de Calcio P.A (Reagem®) +
Agua de Cal
SUSPENSAO SATURADA (S3)
Cimento Portland (CP Il - F 32) + Hidréxido de Calcio P.A (Reagem®) +
Agua Destilada
SUSPENSAO SATURADA (S4)

Hidréxido de calcio P.A. (Reagem®) + Agua de Cal

Padronizacao e semeadura das amostras

Os inéculos foram transferidos para o meio
liquido de Tioglicolato de Sédio USP (MERK),
incubados a 37°C por 48 horas, quando repicou-
se a 01 alcada para o Caldo de Soja Triptcaseina
(MERK), com incubacao por 18 horas a 37°C,
ajustando-se a densidade do inéculo ao tubo 4 da
escala de McFarland, objetivando a padronizacao
do crescimento microbiano nas placas teste através
de um crescimento confluente. Sendo a turbidez
final selecionada correspondente a uma concen-
tracao de 10® UFC/mg.
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Apobs esta fase, foi inoculada separadamente
0,1 ml de cada suspensao bacteriana em placas
Petri contendo meio de Agar de Soja Triptcaseina
(MERK). Espalhou-se as mesmas de maneira
uniforme na superficie do gel submetendo-as a
uma secagem a temperatura ambiente por um
periodo de 15 minutos.

Teste de difusao em Agar

Foram confeccionados, anéis de cobre medindo
6 mm de diametro com 3 mm de altura com
a finalidade de realizar quatro perfuracoées na
superficie do meio de cultura. Cada perfuracao foi
preenchida com uma das suspensoes saturadas
anteriormente descritas cuja distribuicao foi feita
de maneira equidistante evitando a ocorréncia de
halos de inibicao e/ou difusao confluentes.

A incubacado das placas semeadas com a
cultura mista de microrganismos microaeréfilos
foi realizada em condicoes de anaerobiose facul-
tativa por 48 horas a 37°C em estufa bacteriologi-
ca (FANEN). Enquanto uma atmosfera rica em
diéxido de carbono (CO,) foi a de eleicdo para a
cultura mista de microrganismos microaerdofilos,
periodo de 72 horas a temperatura de 37°C através
da utilizacao de dissecadores de vidro (PIREX) cujo
conteuado de oxigénio (O,) foi quase que totalmente
removido pela combustao de papel de filtro em-
bebido em alcool de acordo com as recomendacoes
de autores como Silva et al.1° (1995).

A leitura dos halos de inibicao foi mensurada
pela utilizacdo de réguas milimetradas. Para anali-
se dos resultados os mesmo foram expressos pela
média aritimética dos halos de inibicao em mili-
metros obtida pelo valor médio das 10 repeticoes
feitas em triplicata realizadas para cada cultura
mista testada, sendo desconsiderados os halos de
inibicao cujos valores fossem inferiores a 01 mm.

A andlise computadorizada consistiu em fase
complementar para a leitura e a mensuracao final
dos resultados obtidos para uma maior seguranca
na obtencao dos resultados, sendo utilizadas as
técnicas de computacao grafica de acordo com a
descricao de Rodrigues et al.? (1999); Speranca et
al.!* (2003).

Os softwares para a mensuragiao computado-
rizada e para a analise dos halos individualizados
foram MGI PhotoSuite II e o Ulead PhotoExpress
versao 7.0, bem como a mensuracao linear dos dia-
metros pelo programa IMAGETOOL versao 3.0 devi-
damente registrados. Sendo que do ponto de vista
metodolégiocs os programas em questao permi-
tiram a obtencao de aumentos da ordem de 400%
o qual serviu como elemento de confirmacao da
mensuracao realizada pelos métodos convencionais.
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RESULTADOS

Os resultados para as pastas experimentais
(conjunto 1), concluida a leitura e mensuracao do
diametro dos halos de inibicao (Fig. 1), foram
encontrados valores médios de 6,8 mm para S1;
6,5 mm para S2 e 7,7 mm para S3, enquanto para
a pasta de hidroéxido de calcio (S4) associado ao
metronidazol o valor médio encontrado foi de
24,33 mm.

Com relacgao as pastas controle (conjunto 2) os
valores encontrados apods a leitura e mensuracao dos
halos (Fig. 2) foram de 16,9 mm para S1; 15,9 mm
para S2 e 13,54 mm para S3, enquanto que S4
mostrou halos de inibicao médios de 30,32 mm.

B N G o e WO e R

Figura 1 - Mensuragcao dos halos de inibicdo pela
utilizacao de software Imagetool (UTHSCSA-TEXAS/
USA) do teste de difusao das diferentes pastas expe-
rimentais preparadas pela associacao do Metronidazol
Gel, hidréxido de calcio e cimento Portland (CP II-F 32)
sobre as bactérias anaerdbias relacionadas a lesdes
periapicais do tipo crénica.
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Figura 2 - Mensuracao dos halos de inibicdo pela
utilizacao de software Imagetool (UTHSCSA-TEXAS/
USA) do teste de difusao das diferentes pastas controle
preparadas pela associacdo do Hidréxido de célcio ao
cimento Portland (CP II-F 32) sobre as bactérias anaeré-
bias relacionadas a lesdes periapicais do tipo croénica.
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DISCUSSAO

A diretriz béasica deste trabalho tem como
objetivo maior analisar o conjunto de alteracoes
dessas pastas testadas no que tange, nao apenas,
as propriedades desejadas de difusao e/ou ini-
bicdo, mas também a melhoria de propriedades
fisicas e/ou mecanicas, chegando o mais préximo
possivel do denominado "material ideal”, incluin-
do as propriedades de selamento biolégico e/ou
diminuicao da percolacao marginal.

Como a microbiota periodontal assemelha-se
bastante com a microbiota intracanal a qual é
predominantemente anaerdbia constituidas de ba-
cilos gram-negativos, Siqueira Jr et. al.!! (1997) a
acao do metronidazol na periodontia pode ser de
grande importancia para a endodontia. Borba et
al.2 (1997), comprovou a diminui¢ao dos microrga-
nismos anaerébicos responsaveis pela patologia
periodontal durante a administracao desta medi-
cacdo. Vidigal Jr et al.!” (1992), confirmaram que
o metronidazol possui espectro de agao sobre
alguns microrganismos periodontopaticos, princi-
palmente os anaerdbicos estritos.

Sendo assim, o presente trabalho tentou
detectar uma melhora da sua capacidade anti-
microbiana; em primeiro lugar, levando-se em
consideracao que a infeccao no canal radicular é
de natureza essencialmente anaerdébia estrita e,
desta forma, considerando que principios ativos
como o hidréxido de célcio e o cimento Portland
(CP II-F 32), mesmo com seu pH extremamente
alcalino nao mostram espectro para estes mi-
crorganismos. Essa condicao por si s6 justificaria
o estudo das associacoes propostas. Tal acertiva é
coerente com o relato de autores, como Torres
et al.’®> (2003) que observaram que as pastas
manipuladas pelo hidréxido de céalcio e cimento
de Portland nao mostraram ganho de eficacia;
muito pelo contrario, os resultados indicaram que
tal associagao levou, na realidade, a uma dimi-
nuicao dos halos de inibicao, mas principalmente
dos halos de difusao.

Concordando com os resultados de Fischer
(1997), Fischer e Makabi (1978), apud Costa et
al.® (2004), foram unanimes em identificar uma
melhoria da propriedade fisica de presa cuja
origem seria o cimento Portland. Confirmaram
também que quando presentes os halos de difusao
tiveram como origem, sempre, o hidréxido de
calcio. Este resultado foi confirmado pelos achados
da presente pesquisa, onde a analise da docu-
mentacao fotografica convencional e computado-
rizada recomendadas por Rodrigues et al.® (1999)
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e Speranca et al.!* (2003) permitiram evidenciar
claramente ao redor do cimento Portland halos
esbranquicados de diferentes tamanhos e exten-
sdo, cuja origem possivel é apenas do hidréxido
de calcio.

Por outro lado, com a adicao do gel de metro-
nidazol as suspensoes experimentais, € como ja
mencionada anteriormente por possuir espectro
para anaerdbios estritos, era de se esperar uma
melhor atividade antimicrobiana dessa associacao,
resultado esse, nao confirmado pela pesquisa.
Praticamente confirmou-se serem estas suspen-
soes inefetivas em inibir o crescimento da cultura
mista microaeréfila do canal radicular.

Tal afirmacao foi confirmada com base nos
valores encontrados para as superficies experi-
mentais, S4 que mostrou a mesma composicao
das anteriores com excecao da presenca do ci-
mento de Portland.

Sendo assim ¢€ licito inferir que a matriz
formada pelo gel de metronidazol com a presenca
do cimento Portland levaram a formacao de uma
matriz hidré6foba e que, portanto, acaba por
impedir a difusdo nao apenas da alcalinidade do
cimento e do hidréxido de calcio, mas, principal-
mente, dificultaram ou impediram a difusao do
hidréxido de célcio, levando, portanto, a auséncia
de halo de inibicao.

No entanto, dois fatos em particular chamaram
a atencao dos autores deste estudo, conforme
demonstrado na documentacéo fotografica onde o
acréscimo do gel de metronidazol a associacao
do cimento Portland (CP II-F 32) e ao hidréxido
de calcio acabou por produzir um aumento na
expansibilidade dos corpos de prova represen-
tados pela presenca, em praticamente todos os
testes de “fendas” na superficie do meio de cultura,
tendo esta ocorrido também com a pasta pura de
hidréxido de céalcio.

A hipétese levantada é coerente, uma vez que
os testes com as suspensoes controle manipuladas
conforme as especificacoes de autores como Costa
et al.? (2004) nao mostraram nenhuma evidéncia
dessa expansao, sendo, portanto, plausivel impli-
car o gel de metronidazol como facilitador dessa
capacidade.

A presente pesquisa por ter sido realizada em
condicoes de microaerofilia obteve resultados
divergentes aos que supostamente seriam obtidos
em condicoes de anaerobiose estrita, a qual é a
encontrada no canal radicular. Talvez por isso,
Carneiro et al.? (2005), constataram em estudo
in vivo, que tanto o hidréxido de calcio quanto
o metronidazol foram efetivos, como medicagao
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intracanal, para a reparacao dos dentes tratados
endodonticamente com reacao periapical.

O segundo fato relevante €, e esse sim, o mais
preocupante, foi a constatacdo da presenca de
unidades formadoras de colénias (UFC) de mi-
crorganismos geralmente encontrados ao redor
das suspensoes experimentais contendo metroni-
dazol.

Considerando que os testes com as suspensoes
controle seguiram os mesmos rigores de técnicas
das suspensodes experimentais e como nesse caso
a presencga dessas colonias nao foram evidentes,
pode-se concluir que a presenca do “antibiético
tépico” pode vir a favorecer a colonizagao secun-
daria de cepas que se mostram, inclusive, re-
sistentes nestas condicoes experimentais as pastas
testadas.

Analisando-se agora os resultados das suspen-
sdes controle, constatou-se que todas estas se
mostraram efetivas sobre a cultura teste. Os dia-
metros dos halos de inibicado em milimetros para
S1, S2 e S3 mostraram equivaléncia, sendo su-
plantadas apenas pela suspensao pura de hidroé-
xido de calcio manipulada com Aagua de cal,
demonstrando entao, melhor atividade inibitéria
se comparada as outras pastas corroborando com
Costa, et al. 6 (2004).

CONCLUSOES

1. A adicdo do metronidazol ao hidréxido de
calcio e cimento portland nao trouxe nenhuma
melhoria as pastas em condicoes de microaerofilia
facultativa, utilizadas no presente estudo, fato este
observado através das fotografias da mensuracgao
dos halos de inibicao, onde, os halos provenientes
do hidréxido de calcio puro, foram sempre maiores
do que o que vinha do mesmo adicionado das
outras substancias.

2. O metronidazol quando associado ao ci-
mento portland, deu a este uma maior capacidade
de expansibilidade favorecendo possivelmente o
seu uso nos casos de obturacao retrégrada.

3. Apesar de a adicao dessas substancias ao
hidréxido de célcio nao terem obtido o resultado
esperado, haja vista a limitacdo metodolégicas
deste trabalho, outros estudos deverao ser rea-
lizados para comprovar ou nao a sua validade
como medicacao intracanal.
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