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Resumo

Terapias bioldgicas tem buscado novas substancias/protocolos que promovam a
eliminacdo microbiana e induzam ou estimulem a regeneracdo pulpar e o
desenvolvimento completo radicular de dentes permanentes jovens com processos
patoldgicos pulpares. Os objetivos do estudo foram avaliar a atividade
antimicrobiana/antibiofilme de algumas combinagdes de antibidticos sobre
microrganismos de interesse endodbntico e analisar o efeito da combinacdo de
antibiéticos com melhor a¢cdo antimicrobiana associada a sinvastatina na expressao de
marcadores odontobldsticos em células da polpa dental humana (CPDH). A atividade
antimicrobiana dos seguintes antibidticos: Metronidazol (ME), Ciprofloxacina (Cl),
Minociclina (Ml), Doxicilina (DO) e Fosfomicina (FO), isolados ou em combinac¢do dupla
(ME+CI, ME+MI, ME+DO, ME+FO, CI+MI, CI+DO, CI+FO, DO+FO, MI+FO) ou tripla
(ME+CI+MI, ME+CI+FO, ME+MI+FO, ME+CI+DO, ME+DO+FO, CI+DO+FO, CI+MI+FO)
foram testados contra Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Actinomyces
israelii e Candida albicans em condi¢Ges planctonicas. Biofilmes mono-espécie de E.
faecalis e biofilmes em dual-espécies de E. faecalis and C. albicans foram preparados
em blocos de dentina para testar a atividade antibiofilme das combinac¢bes de
antibiéticos com os melhores resultados microbioldgicos. O efeito antibiofilme das
combinagdes antibidticas sobre biofilme de E. faecalis dentro dos tubulos dentinarios
foi também avaliada por microscopia confocal. Culturas de CPDH foram expostas a
combinagdo antibidética com melhor resultado microbiolégico e sinvastatina e
determinada a viabilidade celular, atividade da fosfatase alcalina (ALP), deposicdo de
ndédulos de mineralizacdo e expressdo de DSPP (sialofosfoproteina dentinaria),

importante marcador odontoblastico de mineralizagao dentinaria. Os dados foram



analisados estatisticamente, considerando p<0,05. Todas as combina¢cbes de
antibiéticos reduziram o crescimento bacteriano, exceto por CI+DO e DO+FO para A.
Israelii. ME+CI+MI e ME+MI+FO inibiram significantemente o crescimento de A. israelii
e E. faecalis, e ME+MI+FO eliminou S. mutans. ME+MI+FO e ME+CI+FO tiveram o
melhor efeito contra biofilme de E. faecalis, em mono ou dual-espécies e dentro dos
tibulos dentindrios. Cl e ME+CI+FO afetaram a viabilidade das células pulpares, em 1 e
7 dias. A atividade de ALP aumentou com a presenca de sinvastatina para todos os
grupos, exceto para Cl e ME+CI+FO. Grupos contendo sinvastatina mostram maior
deposicdo de nddulos de mineralizacdo e expressdao de DSPP que os grupos sem
sinvastatina. Pode-se concluir que a combina¢ao de antibidticos tripla ME+CI+FO teve
efeito marcante contra os microrganismos endodonticos, em condi¢ces planctdnicas e
em biofilme. A sinvastatina estimulou a expressdo de marcadores odontoblasticos de
mineralizacdo dentinaria pelas HDPC; entretanto, seu efeito foi reduzido pela presenca

da ClI.

Palavras-chave: antibacterianos, biofilme, técnicas de cultura de células, polpa

dentdria, sinvastatina
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Abstract

Biological therapies have searching for substances/protocols, which promote microbial
elimination and induce or stimulate pulp regeneration and completion of apical root
development in young permanent teeth with pulp pathological processes. The
objectives of this study were to evaluate the antimicrobial/anti-biofilm activity of some
antibiotics combinations on endodontic microorganisms and the effect of the
combination of antibiotics with the best antimicrobial action associated with
simvastatin on expression of odontoblast markers by human dental pulp cells (HDPC).
The antimicrobial activity of the following antibiotics: Metronidazole (ME),
Ciprofloxacin (Cl), Minocycline (MI), Doxycycline (DO) and Fosfomycin (FO), either
alone or in double (ME+CI, ME+MI, ME+DO, ME+FO, CI+MI, CI+DO, CI+FO, DO+FO,
MI+FO) or triple combinations (ME+CI+MI, ME+CI+FO, ME+MI+FO, ME+CI+DO,
ME+DO+FO, CI+DO+FO, CI+MI+FO) were tested against Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii and Candida albicans in planktonic
conditions. Mono-species biofilm of E. faecalis and dual-species biofilms of E. faecalis
and C. albicans were prepared in dentin blocks to test the anti-biofilm activity of
antibiotic combinations with the best microbiological results. Antibiofilm effect of
antibiotic combination on E. faecalis biofilm inside dentin tubules was also evaluated
by confocal microscopy. Cultures of HDPC were exposed to the antibiotic combination
with the best antimicrobial effect and simvastatin and determined cell viability,
alkaline phosphatase activity, deposition of mineralization nodules and expression of
Dspp (dentin sialophosphoprotein), important odontoblast markers of dentin
mineralization. Data were analyzed statistically, considering p<0.05. All antibiotic
combinations reduced statistically the growth of bacteria tested, except by CI+DO and

DO+FO for A. israelii. ME+CI+MI and ME+MI+FO inhibited significantly growth of A.



israelii and E. faecalis, and ME+MI+FO eliminated S. mutans. ME+MI+FO and
ME+CI+FO had the best effect against E. faecalis biofilm, in mono and dual-species
biofilms and inside dentin tubules, similar to CHX. Cl and ME+CI+FO affected HDPC
viability, 1 and 7 days. ALP activity increased with the presence of simvastatin for all
groups, except by Cl and ME+CI+FO. Groups containing simvastatin had higher
mineralized nodule deposition and higher DSPP expression than groups without
simvastatin. It can be concluded that triple antibiotic combination of ME+CI+FO had
remarkable effect against endodontic microorganisms, in planktonic and biofilm
conditions. Simvastatin stimulated the expression of odontoblast markers of dentin

mineralization by HDPC; however, its effect was reduced in the presence of CI.

Keywords: anti-bacterial agents, biofilm, cell culture, dental pulp, simvastatin
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Introdug¢ao Geral

O tratamento de danos pulpares irreversiveis em dentes com rizogénese
incompleta tem sido considerado um desafio clinico. Estes dentes, além de nao
apresentarem a formacdo completa da raiz, apresentam paredes finas, frageis e
divergentes que tornam o tratamento mais dificil e delicado (AL ANSARY et al., 2009).
Atualmente, as terapias endodoOnticas tradicionais para esses casos consistem na
apicificacdo, que pode ser realizada de duas maneiras. A primeira utiliza um anteparo
de MTA (Agregado de Tridéxido Mineral) na porcdo apical, permitindo a obturacdo
posterior com gutta-percha e a segunda, a mais utilizada, se refere as trocas periédicas
de hidréxido de calcio, como medicacdo intracanal até o fechamento apical (Rafter,
2005). Para ambas as formas de tratamento a instrumentacgao vigorosa é necessdria, o
gue pode fragilizar as paredes dentinarias, além de eliminar qualquer remanescente
celular no dpice radicular e a possibilidade de revascularizacdo e, portanto, auséncia
do término da formacgao radicular. Além disso, o tratamento com hidréxido de calcio
envolve um grande tempo de trocas do medicamento até a formagdo de uma barreira
apical, que tem se apresentado com consisténcia porosa e nao continua (SHAH et al.,
2008; IGLESIAS-LINARES et al., 2013).

As técnicas de tratamento endodOntico atuais possibilitam uma reducao
substancial na quantidade e na diversidade de microrganismos presentes no interior
dos canais radiculares. Porém, é importante considerar que para o preparo quimico-
mecanico, sdo indicadas substancias quimicas irrigadoras como o hipoclorito de sdédio
ou a clorexidina, que em concentragdes antimicrobianas, ndo sdao consideradas
biocompativeis, podendo inviabilizar as células tronco presentes na regido periapical e
impedindo a aderéncia na superficie dentindria e sua proliferacdo para posterior
secrecdo de dentina (RING et al., 2008). Além disso, devido a complexa malha de
canais secunddarios e acessérios e a persisténcia de algumas espécies microbianas, o
preparo quimico-mecanico ndo possibilita a total desinfeccdo do sistema de canais
radiculares, levando & necessidade do uso de medicacdo intracanal (BYSTROM E
SUNDQVIST, 1981; CHAVEZ DE PAZ et al., 2003). Entretanto, diversos autores tém

detectado uma média de 5 espécies bacterianas, atingindo em torno de 10% a 10°

16



células/canal, mesmo apds o preparo quimico-mecanico, seguido ou ndo de medicacdo
intracanal (BYSTROM E SUNDQVIST, 1985; SJOGREN et al., 1997; VIANNA et al., 2006;
SAKAMOTO et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2007a,b). Comparando esses dados com os
obtidos para as infeccdes endodbnticas primarias, nas quais sdo verificadas até 30
espécies bacterianas e contagem até 10% células por canal infectado (SIQUEIRA et al.,
2004b, SIQUEIRA E ROCAS, 2005b; VIANNA et al., 2006b; SAKAMOTO et al., 2007;
SIQUEIRA et al., 2007b), nota-se uma redugdo substancial da diversidade/nivel
microbiano, entretanto ainda ha espécies que resistem apds os tratamentos atuais.

Bactérias Gram-negativas, membros comuns das infec¢cdes primarias, sao
geralmente eliminadas apds procedimento de tratamento quimico-mecanico. Exce¢des
podem incluir alguns bacilos anaerébios como Fusobacterium nucleatum, Prevotella
species e Campylobacter rectus, que estdo entre as espécies encontradas em amostras
apos instrumentacdo/medicacdo. Entretanto, a maioria dos estudos tem revelado que
as bactérias Gram-positivas sdo as mais frequentes nestes casos, incluindo
estreptococos (S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. sanguinis, S. oralis), P. micra,
Actinomyces species (A. israelii e A. odontolyticus), Propionibacterium species (P. acnes
e P. propionicum), P. alactolyticus, lactobacilos (L. paracasei, L. acidophilus),
Enterococcus faecalis, entre outros (SIQUEIRA E ROCAS, 20009).

Antimicrobianos naturais ou sintéticos estdo sendo empregados como
alternativas as medicacbes intracanais tradicionais, com o intuito de eliminar as
bactérias e suas toxinas e ndo agredir os tecidos periapicais adjacentes, buscando a
regeneracao tecidual e a completa formagdo radicular apical em dentes imaturos
(IGLESIAS-LINARES et al., 2013; MORENO-HIDALGO et al., 2014). O tratamento de
regeneracao/revascularizacdo pulpar é uma abordagem alternativa biolégica para o
tratamento de dentes com comprometimento pulpar e rizogénese incompleta. Este
tratamento, ao contrdrio da técnica de apicificacdo, permite a continuacdo do
desenvolvimento da raiz (BUYUKBAYRAM et al., 2014). As pesquisas nha drea de
revascularizagdo iniciaram nas décadas de 50 e 60 com estudos voltados para dentes
reimplantados ou transplantados (MYERS E FLANAGAN, 1958; OSTBY, 1961). Estes
estudos mostraram que para que ocorra a regeneragao tecidual, é importante a

formacado do codgulo sanguineo, pois este ird induzir a formacao do tecido conectivo
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fibroso no interior dos canais radiculares. Sendo assim, para o sucesso dos protocolos
de revasculariza¢do é essencial a assepsia do canal radicular (OSTBY, 1961).

Ha algumas teorias que buscam explicar o mecanismo da revascularizacdo em
dentes permanentes imaturos. Alguns autores acreditam que estes dentes apresentam
células pulpares ainda vitais no apice radicular e estas poderiam se diferenciar em
odontoblastos por estimulo dos restos epiteliais de Mallassez e sintetizar dentina
(BANCHS E TROPE, 2004). Outra teoria refere-se a sobrevivéncia de células
indiferenciadas da polpa dental que poderiam se aderir as paredes internas do canal
radicular, se diferenciando em odontoblastos e depositando dentina, terminando,
assim, a formacao do apice radicular (GRONTHOS et al., 2002). Uma terceira teoria
estaria relacionada a presenca de células indiferenciadas provenientes da papila apical
ou da medula éssea no interior do canal radicular, que apés a inducdo de sangramento
na regiao periapical, poderiam proliferar e na presenca de fatores de crescimento do
coagulo, se diferenciar em células odontobldsticas sintetizadoras de dentina (WANG et
al., 2007).

A maioria dos protocolos de revascularizacdo utiliza a irrigacdo passiva com
hipoclorito de sédio associada a medicac¢do intracanal com uma pasta composta de
trés antibidticos (THIBODEAU E TROPE, 2007; REYNOLDS et al., 2009; KIM et al., 2010;
IWAYA et al., 2011). O objetivo deste tratamento é criar um ambiente apropriado no
interior do espago do canal radicular, incluindo a auséncia de bactérias e tecido
necrético pulpar e permitir a presenga de uma estrutura de suporte e um vedamento
coronal. Isso promove o repovoamento das células-tronco, a regeneragdo do tecido
pulpar e a conclusdo da formacgdo do apice radicular (BUYUKBAYRAM et al., 2014).

Sato et al. (1993) e Hoshino et al. (1996) foram os primeiros investigadores a
utilizarem a pasta triantibidtica contendo metronidazol, ciprofloxacina e minociclina.
Hoshino et al. (1996) avaliaram a eficacia antibacteriana destes medicamentos
isoladamente e em combinacdo contra bactérias de dentina infectada, polpas
infectadas e periodontite apical e observaram que nenhum deles sozinho poderia
eliminar todas as bactérias, mas em combinacdo eram suficientemente potentes para
erradicar as bactérias em todas as amostras. Em 1996, Sato et al. observaram que esta
mesma combinag¢ao foi eficaz contra bactérias em camadas profundas do canal

radicular. Desde entdo, outros pesquisadores vem utilizando esta mesma associacdo
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antibiética em diversos estudos, em sua maioria de carater clinico, como parte de
protocolos de revascularizacdo (BANCHS E TROPE, 2004; THIBODEAUD et al., 2007;
JUNG et al., 2008; DING et al., 2009; TANEJA et al., 2010) alcancando bons resultados,
com a eliminacdo das bactérias e promocado do reparo dos tecidos periapicais.

O metronidazol é um composto nitroimidazol que exibe ampla atividade
antiprotozoaria, antibacteriana contra bacilos e cocos anaerébios. A ciprofloxina é uma
fluoroquinolona que apresenta acdo bactericida, principalmente contra Gram-
negativas. A minociclina é um derivado semi-sintético da tetraciclina com amplo
espectro de acdo, similar ao metronidazol (VIJYAGARAGHAVAN et al., 2012). O uso da
pasta contendo esses trés antibidticos vem gerando algumas discussdes com relagdo a
resisténcia bacteriana, descoloracdo da coroa e possivel reacdo alérgica (COHENCA et
al., 2010; KIM et al., 2010; AKCAY et al., 2014). Os genes de resisténcia antibidtica mais
prevalentes detectados em amostras de infec¢cdes endodbnticas crénicas foram os das
tetraciclinas: tetM (42%) e tetW (29%). As tetraciclinas também podem causar
manchamento dentario, devido a sua reagcdo com o calcio via quela¢do formando um
complexo insoltvel (TANASE et al., 1998). Assim, novas alternativas a minociclina tém
sido estudadas para a pasta triantibidtica, como a fosfomicina, um potente inibidor da
proteina MurA, envolvida na biogénese da parede celular, com amplo espectro de
acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (TROPE, 2010).

Embora a acdo antimicrobiana seja uma propriedade primordial de uma
medicacgdo intracanal, é interessante que, nos casos de dentes permanentes com apice
aberto, essa medicagdo também tenha a capacidade de induzir células remanescentes
a se diferenciarem em odontoblastos e a produzirem dentina interradicular para o
término da formacao radicular.

As estatinas sao inibidores especificos da redutase da coenzima A 3-hydroxy-3-
methylglutaryl, amplamente utilizadas como agente redutor de colesterol na
prevencdo e tratamento de aterosclerose. Elas apresentam certos efeitos adicionais,
como a agdo anti-inflamatdria e aumento da fungao das células endoteliais vasculares
e a angiogénese (KWAK et al., 2000; SAKODA et al., 2006). Varios estudos tém sido
realizados para verificar os efeitos benéficos das estatinas, principalmente a
sinvastatina, em Odontologia. Efeitos pds-cirurgicos tém sido apontados em alguns

estudos que utilizaram a sinvastatina, como o auxilio na remodelacdo 6&ssea,
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osseointegracdo em implantes de titdnio e aumento do reparo de areas de fraturas
(LIU et al., 2009; DU et al., 2009; SALLAM et al., 2011). Em Periodontia, a sinvastatina
tem mostrado reduzir a perda dssea alveolar e a mobilidade dentaria em casos de
periodontite cronica (PRADEEP et al., 2010; FAJARDO et al., 2010). Em Endodontia,
estudos tém mostrado efeito na regeneracdo dentindria e éssea, aumentando o
crescimento celular e a diferenciacdo odontogénica (OKAMOTO et al., 2009; LEE et al.,
2012). Varalskshmi et al. (2013) avaliaram a acdo da sinvastatina e atorvastatina
associadas ao carreador alpha-TCP (fosfato tricdlcico) e verificaram que a atividade da
fosfatase alcalina - ALP, a expressio de marcadores de mineralizacdo
(Sialofosfoproteina Dentindria (DSPP), Proteina da Matriz Dentindria-1 (DMP-1),
Fosfatase Alcalina (ALP)) e a proliferacdo/diferenciacdo celular foi maior no grupo
tratado com as estatinas que no grupo com MTA, indicando o efeito indutor de
diferenciacdo de células pulpares desse material. Assim, os objetivos do estudo foram
avaliar a atividade antimicrobiana/antibiofiime de algumas combinagdes de
antibidticos sobre microrganismos de interesse endodoéntico e analisar o efeito da
combinacdo de antibiéticos com melhor acdo antimicrobiana associada a sinvastatina
na expressao de marcadores odontoblasticos em células da polpa dental humana.
Esse estudo pretende contribuir para a area de Endodontia com o estudo de novas
alternativas bioldgicas que auxiliem na eliminacdo da infeccdo e favorecam a

regeneracao tecidual de dentes permanentes imaturos.
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