PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO EM ODONTOLOGIA

DEBORAH MEIRELLES COGO

POTENCIALIZAGAO DA AGAO DO HIDROXIDO DE CALCIO PELO INIBIDOR
DA BOMBA DE PROTONS OMEPRAZOL SOBRE O ENTEROCOCCUS
FAECALIS

Porto Alegre

2012



DEBORAH MEIRELLES COGO

POTENCIALIZAGAO DA AGAO DO HIDROXIDO DE CALCIO PELO INIBIDOR
DA BOMBA DE PROTONS OMEPRAZOL SOBRE O ENTEROCOCCUS
FAECALIS

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos obrigatorios para obtencdo do titulo de
Mestre em Endodontia, pelo Programa de Pos-
Graduacado da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

Orientador: Profa. Dra. Fabiana Vieira Vier Pelisser
Co-orientador: Profa. Dra. Patricia Maria Poli Kopper Méra

Porto Alegre

2012



DEBORAH MEIRELLES COGO

POTENCIALIZAGAO DA AGAO DO HIDROXIDO DE CALCIO PELO INIBIDOR
DA BOMBA DE PROTONS OMEPRAZOL SOBRE O ENTEROCOCCUS
FAECALIS

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos obrigatorios para obtencdo do titulo de
Mestre em Endodontia, pelo Programa de Pos-
Graduacado da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

Aprovada em de de 2012.

BANCA EXAMINADORA:

Prof Dr. Francisco Montagner

Prof.Dr. José Antonio Poli de Figueiredo

Prof?. Dr2. Fabiana Vieira Vier Pelisser (orientadora)

Porto Alegre

2012



Dedico esta dissertagao a todos os professores que ao cruzarem minha vida

académica me mostraram o quanto € bom estudar.



Agradecimentos

Aos meus pais, Neroli e Clara, pelo sacrificio feito para oferecer aos filhos
um ensino da melhor qualidade possivel. Pela amizade e carinho constantes e

incentivos as grandes mudancgas que ocorreram ao longo da minha vida.

Ao meu marido, Thiago, grande amor da minha vida e exemplo profissional,

pelo apoio durante os momentos dificeis e por ser minha alegria sempre.

Aos meus irmé&os, Laura e Ricardo, pelo companheirismo e me fazer sentir

em casa quando estava em Porto Alegre. Vocés me ajudaram muito mesmo.

Ao meu filhote, Leopoldo, por me acalmar e encher meu coragéo de

felicidade ao vé-lo quando chegava cansada em casa.

A minhas orientadoras, Profa. Dra. Fabiana Vieira Vier Pelisser e Dra.

Patricia Maria Poli Kopper Méra pela amizade e dedicagao.

Ao meu querido professor, Prof. Dr. José Antonio Poli de Figueiredo, que
me impulsionou a fazer o mestrado, me ajudou muito no meu crescimento

académico e sera sempre um grande amigo. Teras minha gratidao pra sempre!

Aos meus queridos mestres e amigos, Profs. da UFRGS: Regis Burmeister
dos Santos, Fabiana Grecca Villela, Jodo Ferlini Filho e Elaine Fachin por

despertarem em mim a paixao pela Endodontia.

A toda equipe atual de Profs. da UFRGS: Regis Burmeister dos Santos,
Fabiana Grecca Villela, Jodo Ferlini Filho, Francisco Montagner, Simone Bonato
Luisi, Augusto Bonadezi e Marcus Vinicius Reis S6, pela inestimavel oportunidade
de ser professora substituta na graduagdo da Faculdade em que me formei,

sendo esse momento crucial para sedimentagao da idéia de que adoro ensinar.



Aos professores de Endodontia do CEOM, Volmir Jodo Fornari, José
Roberto Vanni e Mateus Silveira Martins Hartmann pela oportunidade de trabalhar
como professora no curso de especializagdo em Endodontia, pelos ensinamentos

e pela troca de experiéncias.

Aos queridos professores Cezar Garbin e Lilian Rigo, pela amizade e

estimulo a carreira académica.

Aos meus professores do curso de pos-graduagdo da PUCRS: Dr. José
Antonio Poli de Figueiredo, Dra. Maria Martha Campos, Dr. Eraldo Batista Junior,
Dr. Jodo Batista Weber, Dra. Fabiana Vieira Vier Pelisser, Dra. Marilia Gerhardt
de Oliveira, Dr. Mario Wagner, pela dedicacdo e ensinamentos -cientifico-

intelectuais.

A secretaria da P6s-Graduacao pela disponibilidade e acolhimento.

A PUCRS, pela oportunidade de realizar um curso de tanta qualidade.

A Capes e ao CNPq, pelo incentivo & pesquisa cientifica e oportunidade de
estudo dado a todos os alunos dos Programas de Pods-Graduagdo em

Odontologia.

Aos meus queridos colegas de curso pela convivéncia e por compartilhar
as alegrias e frustracgoes.

A professora, Dra. Silvia Dias de Oliveira, e as alunas iniciagdo cientifica
Fernanda Camargo Antunes e Jéssica Stephanie Rodrigues Nasario, pelo auxilio

na realizacdo da parte experimental da dissertacao.
A Fitonfarma, especialmente ao farmacéutico Eduardo, que me ajudou
inumeras vezes com minhas duvidas e realizou calculos matematicos

imprescindiveis para a realizagdo do experimento.

A todos que me ajudaram no Mestrado, muito obrigada.



RESUMO

Introducao: O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, o efeito do hidréxido de
calcio (HC) e do inibidor da bomba de protons Omeprazol (O), isolados e
associados contra o Enterococcus faecalis, assim como avaliar se a acidificacéo
do O influenciou nesse contexto. Métodos: A metodologia foi baseada no modelo
para Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em macrodiluigdo do CLSI (Clinical
Laboratory and Standards Institute). A atividade antibacteriana foi avaliada contra
o E. faecalis (ATCC 29212). Solugbes de HC, O e associagdes dessas
substancias em diferentes concentragdes, foram preparadas e colocadas em
contato com o indculo no meio de cultura Mueller Hinton. Os tubos permaneceram
em estufa por 24h, diluicbes seriadas foram semeadas em agar, e apos 48h,
realizou-se a contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFCs) / mL.
Também avaliou-se a CIM das medicacdes. Os dados obtidos foram submetidos
a analise estatistica, empregando-se ANOVA e post-hoc de Tukey, para a=5%.
Resultados: A CIM para o HC foi de 32mg/mL, porém quando associado ao O e
OA reduziu para 16mg/mL. O O e o OA tiveram comportamentos semelhantes.
Conclusao: O O potencializa o efeito do HC, uma vez que a associacdo desses
medicamentos reduz a CIM para o E. faecalis. A acidificagdo do O, quando

associado ao HC nas diferentes concentragdes, nao influenciou o seu efeito.

Palavras-chave: in vitro, Enterococcus faecalis, hidréxido de calcio, omeprazol.



ABSTRACT

Introduction: The aim of this in vitro study was to evaluate the effect of calcium
hydroxide (CH), omeprazole (O) and associations of these substances against
Enterococcus faecalis, as well as to evaluate if the acid-catalysation of the O had
any influence in the results. Methods: The methodology used was adapted from
the CLSI (Clinical Laboratory and Standards Institute) macrodilution MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) test. Antibacterial activity was evaluated
against Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Solutions with different
concentrations of CH, associated or not with O were prepared and placed in
contact with the inocula in the culture medium Mueller Hinton. The tubes remained
in a dry-heat oven for 24h, serial dilutions were cultivated in agar plates, and after
48h, colony-forming units (CFU) mL" was determined. The MIC was also
evaluated. Data were statistically analyzed using ANOVA test with Tukey post-
hoc, with a level of significance of 5%. Results: The MIC for CH was 32 mg mL™,
however reduced to 16 mg mL" when associated with O. The O and AO had
similar behavior. Conclusion: O potentiates the effect of CH, since the
association of these drugs reduces the MIC for E. faecalis. The acidification of O,

when associated with CH in different concentrations, did not influence its effect.

Key words: in vitro, Enterococcus faecalis, calcium hydroxide, omeprazole.
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1. INTRODUGAO

Desde que um estudo classico da literatura endodontica (1) comprovou a
necessidade da presencga de microrganismos para a ocorréncia de necrose pulpar
e processo patologico perirradicular, tém-se procurado caracterizar essa
microbiota. Atualmente sabe-se que apesar de mais de 700 espécies bacterianas
colonizarem o ambiente oral (2), as bactérias presentes nos canais radiculares
infectados pertencem a um grupo bem mais restrito; sendo esta uma infec¢ao
mista e polimicrobiana, com predominio de bactérias anaerdbias estritas (3,4).

A grande maioria dos insucessos endoddnticos relaciona-se a falhas nos
processos de desinfecgdo e a manutengcdo dos microrganismos no sistema de
canais radiculares. Alguns destes parecem estar mais frequentemente associados
a infecgdes resistentes, devido a seus fatores de viruléncia (5,6,7).

A literatura mostra que o indice de sucesso dos retratamentos
endoddnticos € menor do que o da terapia endoddntica convencional, ficando em
torno de 75% (8). Este fato reforca a idéia de que além dos fatores anatémicos
que impde dificuldades aos processos de desinfeccdo, provavelmente ha uma
microbiota distinta nesses casos, sendo necessaria uma diferente abordagem
para a obtencédo de adequada limpeza do sistema de canais radiculares.

A microbiota presente em situagdes de reintervencdo endoddntica pode ser
caracterizada como uma comunidade predominantemente composta por bactérias
gram-positivas, com aproximadamente a mesma proporgao de anaerobias estritas
e facultativas (8,9) ou com maioria facultativa (10). Tal fato pode estar relacionado
a menor suscetibilidade desses microrganismos aos processos de desinfecgéo
(9,10). Algumas bactérias anaerobias facultativas, como o E. faecalis, tém-se
mostrado mais resistentes aos processos de desinfeccao (8,11).

Estudos mais recentes da microbiota em casos de insucesso endodéntico,
utilizando métodos moleculares de identificacdo bacteriana tém sugerido que a
flora persistente possa ser mais complexa do que se imaginava. Isto porque com
0 uso dessas técnicas foram detectadas muitas espécies ainda nao cultivadas
(12,13,14,15). Porém, é necessario ter-se em mente que as técnicas moleculares
identificam todo DNA presente, seja ele pertencente a bactérias viaveis ou nao
(16), o que pode levar a uma ma interpretacdo desses dados.
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A presenga do E. faecalis na microbiota endodéntica primaria € muito
pequena. Porém, esta bactéria tem-se destacado naqueles casos considerados
refratarios ao tratamento, onde sua prevaléncia varia de 38% a 77%
(5,8,9,10,18,19,20). No entanto, um estudo mais recente (21), usando técnicas
moleculares, demonstrou a presenca do E. faecalis em 86% das infecgdes
primarias e em 76% das infec¢des secundarias.

Estudos in vitro demonstraram a capacidade de penetracdo do E. faecalis
nos tubulos dentinarios, habilidade ndo demonstrada em todas as espécies
microbianas (22). Dessa forma, tal microrganismo torna-se inacessivel a agdo das
substancias irrigadoras e medicagbes intracanal (6,22,23). Além disso, foi
verificada sua habilidade de formacdo de biofime no sistema de canais
radiculares, mesmo na presenca de medicagao intracanal (24).

Algumas investigacdes constataram que o E. faecalis tem a capacidade de
sobreviver por muitos meses em ambientes com limitagdo de nutrientes em
estado metabodlico minimo (25). Além disso, Abdullah et al. (26) demonstraram
que a eliminagao do E. faecalis organizado em biofilme & mais dificil do que na
forma planténica, principalmente quando os agentes antimicrobianos né&o
possuem poder de dissolugdo de matéria organica. Isto pode ser decorrente de
uma mudanga fenotipica no biofilme, tais como alteragbes na composicao
proteica das membranas ou bombas de efluxo dos medicamentos.

O hidroxido de calcio (HC) tem demonstrado efeitos antimicrobianos nos
canais radiculares devido a sua excelente acado bactericida e bacteriostatica. Isto
ocorre pela sua dissociagao em ions calcio e ions hidroxila, os quais influenciam
no metabolismo celular (27,28).

Os ions hidroxila sao radicais livres altamente oxidantes que reagem com
diversas moléculas indiscriminadamente, inclusive bactérias. Seus efeitos letais
sobre estas provavelmente devem-se a um efeito destrutivo na membrana celular,
estruturas protéicas (enzimas e proteinas estruturais) e no proprio DNA
bacteriano (29,30).

O pH do HC comumente varia entre 12 e 12,5 (11,31), 0 que causa a
eliminacdo da grande maioria das bactérias encontradas nos canais radiculares
infectados, ap6s um curto espago de tempo, quando em contato direto (11,31,32).
No estudo de Kayaoglu et al. (33), o E. faecalis mostrou-se susceptivel a acdo do
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HC, em contato direto, apds 24 horas. Entretanto, clinicamente, o contato direto
nem sempre & possivel.

Pelo fato da hidroxiapatita da dentina humana apresentar uma alta
capacidade tampao, para que o HC seja eficaz, os ions hidroxila devem ser
capazes de suplantar essa neutralizagao (34,35).

Devido a dificuldade em elevar o pH a distancia, varios estudos tém
mostrado que o HC é pouco eficaz na presenca do E. faecalis (22,36,37,38). Este
fato pode resultar da baixa difusdo dos ions hidroxila na dentina infectada ou, até
mesmo, do efeito tampdo da dentina (23).

Evans et al. (39) investigaram in vitro os mecanismos envolvidos na
resisténcia do E. faecalis ao HC. O estudo demonstrou que em um pH de 11,1 ou
menor, o E. faecalis é capaz de sobreviver; porém, isso ndo ocorre a um pH de
11,5. No mesmo estudo, procurou-se verificar o papel da bomba de prétons da
membrana celular do E. faecalis na sua tolerancia a condi¢bes de alta
alcalinidade. Para tanto, células de E. faecalis foram expostas ao HC, a um pH de
11,1, na presenga de um inibidor da bomba de prétons (carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone — CCCP). Os resultados mostraram que a presenga do
CCCP reduziu em 20 vezes a taxa de sobrevivéncia deste microrganismo.
Portanto a presenca da bomba de protons € de fundamental importancia para a
sobrevivéncia do E. faecalis em ambientes alcalinos, pois dessa forma, ele tem a
capacidade de acidificar seu citoplasma.

Apesar dos estudos demonstrarem que ocorre uma alcalinizagdo do meio
quando o HC é utilizado, para o E. faecalis, os niveis de pH alcangados, muitas
vezes, nao sao letais. Tal tolerancia bacteriana pode ser atribuida a ativagdo do
sistema da bomba de protons, de sistemas enzimaticos especificos e/ou de
sistemas tampdo que auxiliam na manutengdo do pH interno bacteriano
praticamente constante (29,39,40). Além disso, é possivel que alguns produtos
bacterianos, secretados durante seu crescimento, possam ajudar na neutralizagao
do pH do ambiente (29).

Sendo assim, nos casos onde a microbiota tem-se provado resistente,
pode ser necessario o uso de outros medicamentos, associados ao HC, para
auxiliar na redugéo da infecgao (23,41,42). Estudos associando o HC ao PMCC
(Paramonoclorofenol Canforado) e a clorexidina tém sido desenvolvidos. Na
presenca do E. faecalis, os resultados de tais associagdes se mostraram
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favoraveis, mas ainda n&o séo ideais (10,11,23,41,42), o que justifica a realizagédo
de estudos adicionais nesta linha de pesquisa.

Devido a grande resisténcia do E. faecalis aos procedimentos clinicos
usuais de descontaminacao do sistema de canais radiculares e a sua presenca
em grande quantidade nos casos de infec¢cdo persistente, compostos com
capacidade de inibir a agdo da bomba de prétons da membrana bacteriana, que
regula o seu pH interno, poderiam potencializar os efeitos do HC, aumentando as
possibilidades de eliminagao desta espécie.

Atualmente, um dos inibidores da bomba de prétons utilizado por via oral
para o tratamento de desordens gastrointestinais € o omeprazol (O), o qual
apresenta resultados altamente favoraveis quanto a toxicidade (43). Seu
mecanismo de funcionamento da-se através da inibicdo especifica da H'K'-
ATPase, uma bomba de prétons localizada na membrana secretora das células
parietais da mucosa gastrica, a qual & responsavel pelo ultimo passo da secre¢ao
acida.

Tal medicamento é uma pré-droga que necessita de indugdo acida para
sua ativagcado, o que ocorre no compartimento das células parietais. Sendo assim,
estudos in vitro testaram seus efeitos antimicrobianos dissolvendo a droga
previamente em substancias acidas (44,45).

Quando o O foi avaliado puro, foi demonstrado, in vitro, que apesar de nao
ser capaz de eliminar o Helicobacter pylori apresenta propriedades
antimicrobianas, embora a sua forma de atuagdo ainda ndo esteja esclarecida
(46). A sua associagao com metronidazol também tornou 0 mesmo microrganismo
mais susceptivel ao antibidtico (44).

Estudos in vitro investigaram a CIM (concentraggo inibitéria minima) do HC
e do O contra diferentes microrganismos, inclusive o E. faecalis (45,47).

No estudo de Jonkers et al (45) o O teve efeito antibacteriano sobre o E.
faecalis apenas quando testado em solugdo cujo pH foi ajustado para tornar-se
acido (pH 5). Como o efeito ainda estava presente apos 24hs, sugere-se que este
efeito seja bactericida. Quando testada a possivel interagdo entre o O e
antibidticos (amoxicilina e doxiciclina) ndo houve efeito sinérgico ou antagonista
do O com ambos antibidticos. Os resultados também sugeriram que parte do
efeito do O sobre o crescimento bacteriano in vitro é devido a sua ligagdo com a

cisteina do meio de cultura, pois a suplementagcao do meio com cisteina resultou
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na redugédo do efeito inibitério. Além disso, o aumento da concentragdo do meio
de cultura prevenindo a falta de nutrientes também resultou na redug¢ao do efeito
inibitorio do O.

Ja Pallota et al. (47) investigaram a CIM de 4 medicagdes utilizadas em
Endodontia, entre elas o HC e uma associagao deste com outras substancias -
CFC (ciproflaxina, metronidazol e HC) contra diversas bactérias. Contra o E.
faecalis, a CIM para o HC foi de 16mg/mL, enquanto para o CFC foi de
0,125mg/mL. A associagdo de medicagdes (CFC) foi a que apresentou os
melhores resultados.

Até o presente momento, exclusivamente Wagner et al. (48) estudaram a
eficacia da associagdo de um inibidor da bomba de prétons (O) com o HC como
medicacao intracanal, em um modelo de lesGes periapicais em ratos. As analises
radiografica e histolégica demonstraram que tanto a pasta de HC puro quanto a
sua associacdo com O resultaram em reducédo das lesdes periapicais apds 28
dias, quando comparadas ao grupo controle. A reducao das lesdes periapicais e
das células inflamatadrias foi visivelmente melhorada pela associacédo do O com o
HC, com um aumento das areas de reparo 0sseo. Apesar desses promissores
resultados, neste estudo ndo houve controle das concentragdes utilizadas na
associagao das substancias, sendo as mesmas combinadas em volumes iguais.
Além disso, essa associagcao nao foi testada com uma microbiota comum em
casos refratarios ao tratamento endodéntico.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, o efeito
antimicrobiano do HC e do O, isolados e associados, contra o E. faecalis, assim
como verificar a necessidade de acidificacio do O nesse contexto.
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POTENTIATION OF THE ACTION OF CALCIUM HYDROXIDE ON
ENTEROCOCCUS FAECALIS BY PROTON PUMP INHIBITOR OMEPRAZOLE

ABSTRACT

Introduction: The aim of this in vitro study was to evaluate the effect of calcium
hydroxide (CH), omeprazole (O) and associations of these substances against
Enterococcus faecalis, as well as to evaluate if the acid-catalysation of the O had
any influence in the results. Methods: The Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of these drugs against E. faecalis (ATCC 29212) was determined using
macrodilution test adapted from the CLSI (Clinical Laboratory and Standards
Institute). Solutions with different concentrations of CH, associated or not to O,
were tested. Data were statistically analyzed using ANOVA test with Tukey post-
hoc, with a level of significance of 5%. Results: The MIC to CH was 32 mg mL™,
however reduced to 16 mgmL" when associated with O. The O and AO had
similar activity. Conclusion: O potentiates the effect of CH, since the association
of these drugs reduces the MIC for E. faecalis. The acidification of O, when
associated with CH in different concentrations, did not influence its effect.

Key words: in vitro, Enterococcus faecalis, calcium hydroxide, omeprazole.
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Introduction

The presence of the E. faecalis has stood out in those cases considered
refractory to the endodontic treatment (1-8) due to its resistance to conventional
disinfection processes (3,9).

This facultative anaerobic bacterium has the ability to survive for many
months in environments with limited nutrients in minimum metabolic condition (10).
Its elimination is difficult, especially when organized in biofilm (11), this may be
due to a phenotypic change in the biofilm, such as changes in the protein
composition of the membranes or drug efflux pumps.

Several studies have shown that the CH is not very effective against E.
faecalis (12-15). Such bacterial tolerance may be attributed to the activation of the
proton pump, of specific enzyme systems and/or buffering systems that assist in
the maintenance of the bacterial internal pH practically constant (16-18).

Thus, in cases where the microbiota has been proved resistant, the
association of other drugs with CH could reduce the infection (19-21). However, in
the presence of E. faecalis, the CH associated with the PMCC (Camphorated
Paramonochlorofenol) and the chlorhexidine has not shown promising results
(2,9,19-21).

Currently, one of the proton pump inhibitors, used orally for the treatment of
gastrointestinal disorders is omeprazole (O). Its mechanism of functioning takes
place through the specific inhibition of the H + K +-ATPase, a proton pump located
in the secretory membrane of the parietal cells of the gastric mucosa, which is
responsible for the final step of the acid secretion. Regarding the antimicrobial
activity of the proton pump inhibitors, has been shown in vitro that O by itself has
some effect against the Helicobacter pylori (22). Its association with metronidazole
also made the same microorganism more susceptible to the antibiotic (23). In vitro
studies have investigated the MIC (minimum inhibitory concentration) of the CH
and the O against different microorganisms, including E. faecalis (24,25).

Omeprazole is a prodrug which seems to require acid induction for its
activation, as occurs in the compartment of the parietal cells. Therefore, in vitro
studies previously dissolve the drug in acid substances (23,24). However, to date,
no studies have compared whether the acidification of this drug has a superior
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antimicrobial effect, particularly when associated with the CH, which has an
alkaline pH.

Wagner et al. (26) related that association of O with CH favored a superior
repair of rat periapical lesions and seemed to display different selective activity
over endodontic microbiota, in comparison with the conventional CH dressing. But
in this study, the concentration of the substances was not controlled, and the
medications were not tested against a known microbiota of refractory periapical
lesions.

Due to the high resistance of the E. faecalis and its presence in large
numbers in cases of persistent infection, compounds capable of inhibiting the
action of the proton pump of the bacterial membrane, which regulates the internal
pH of the bacteria, could potentiate the effects of the CH, increasing the possibility
of elimination of this bacterial species.

Therefore, the aim of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial
effect of the CH and the O, isolated and associated, against the E. faecalis, as well
as to verify the need for acidification of O in this context.

Materials and Methods:

The antimicrobial activity of the drugs was verified though determination of
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) using macro dilution test adapted from
the CLSI (Clinical Laboratory and Standards Institute) (27).

The inocula from E. faecalis (ATCC 29212) culture were prepared in 0.85%
saline solution and adjusted at the 0.5 McFarland standard. The inocula were 10-
fold diluted until to 10 and each dilution was cultured, in duplicate, in Plate Count
Agar at 37°C for 24h to determine the bacterial concentration in colony-forming
units (CFU) mL"™.
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Table 1. Groups and the drug concentrations statistically analyzed:

Drug CH/O Group
Concentration (mg
mL™")
calcium hydroxide (CH)* 32 CH32
16 CH16
8 CH8
calcium hydroxide* + omeprazole** (CHO) 32/0.512 CH320
16/0.512 CH160
8/0.512 CH80
calcium hydroxide* + acidified omeprazole** 32/0.512 CH32A0
(CRAQ) 16/0.512 CH16A0
8/0.512 CHB8AO
Omeprazole™ (O) 0.512 o
Acidified Omeprazole (AO)™* 0.512 AO

*Odontosul, Porto Alegre, Brazil

**Cardila Healphcare TVT Ltda., Ahmedabad, india

In CHAO and AO groups, O was dissolved in 1mL of 2.85% acetic acid
(Nuclear, Diadema, Brazil), 10 min before use, to assure acid-catalysation. A pilot
study confirmed that there was no effect of the acetic acid on E. faecalis with the
concentration used in this experiment.

To determine the maximum concentrations to be tested, were taken as
reference previous studies, in vitro, which evaluated the MIC to CH (25) and for
the O (24) against E. faecalis.

A standard solution of each drug was prepared by diluting the drugs in
distilled water. The standard solutions were prepared to reach a concentration 10
times higher than the maximum concentration of each drug to be tested (Table 1).
The experiment itself consisted of removing a certain aliquot (X) from the standard
solution, in accordance with the desired concentration to be tested, and repeatedly
inoculating them into tubes containing Y mL of sterile medium and 0.05mL of the
inocula, up to X + Y = 10 mL. The drug aliquot was reduced by 50% every time,
until it reached zero (bacterial growth control), and the aliquot of medium was
raised accordingly, up to 10 mL of the final volume.
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The possible contamination of the drugs was evaluated by incubation of
these with culture medium without inoculum under the same experimental
conditions. In CHO and CHAO groups, the concentration of O was remained
constant (0.512 mg mL™) and only the CH concentration varied.

The tubes were mixed by vortexing for 30s and then incubated at 37°C for
24 hours.

The survival of the bacteria was assessed by 10-fold serial dilutions on agar
plates. After incubation at 37°C for 48h, colonies on the plates were counted and
CFU mL™ was determined. All experiments were made in triplicate.

The MICs to drugs were determined and consisted of the lowest
concentration of the drug at which bacterial growth could not be observed.

Data were statistically analyzed, with a level of significance of 5%. MIC
required killing the microorganism were compared among the different groups .
These data were then submitted to statistical analyses using the ANOVA test with
Tukey post-hoc.

Results

The E. faecalis growth was not inhibited by O and AO in any tested
concentration, similar to what has been observed in bacterial growth control (P =
.319), although the AO group had better results comparing with the O group (P =
.001).

MIC to CH was 32 mg mL™", while to CHO and CHAO it was 16 mg mL™".
When CH, CHO and CHAO were tested at 16, 8 and 8 mg mL™, respectively, it
was observed a reduction of the number of CFUs (Figure 1).
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Fig. 1: CFUs of E. faecalis after exposure to drug at various concentrations
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Discussion

The E. faecalis is one of the predominant species in cases of lesions
refractory to treatment (1-8,10), since it has important characteristics that make it
resistant to the therapeutic procedures (3,9,30). Therefore, much of the current
endodontic research seeks more efficient ways to combat this microorganism. The
use of intracanal medication has been an alternative in an attempt to eliminate the
maximum amount of the remaining bacteria after canal preparation.

The agar diffusion test is used extensively to assess the antimicrobial
effect of these medications, despite its well-known limitations. Its results are
influenced by the solubility and diffusibility of the material in the culture medium,
not expressing their real antimicrobial effect (31). Also, this test cannot distinguish
the microbiostatic and microbicidal properties of the material (32). On the other
hand, the direct contact test does not have these disadvantages and it can be
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used to assess the antimicrobial effect of materials, providing quantitative and
reproducible results (33,34,35).

The determination of the MIC to a drug is used by diagnostic laboratories
to confirm which is the minimum concentration able to inhibit the bacterial growth,
and often as a tool to determine the in vitro activity of new antimicrobials (25). This
study was conducted to determine the MIC to CH, to O, and to the association of
these substances, and to check whether the prior acidification of the O would have
some influence in this context.

Considering that the O is a prodrug that requires acid induction, in this
experiment we chose to add such variable, by acidifying it previously in some
groups, as performed by Andersen et al. (23) and Jonkers et al. (24). This
investigation showed that the CH concentrations below 16 mg mL™" associated
with the previously acidified O demonstrated better results than when combined
with the non-acidified O. This may be clinically relevant, requiring further
investigations.

As the effects of the CH are closely related to its high pH, the addition of an
acidic substance in this medication could have reduced its effectiveness. However,
this effect was not observed because the results obtained showed no difference
between CHO and CHAO when were used the concentrations of 32 and 16 mg
mL™". Although O and AO have not shown significant difference compared to
control, even at the highest concentration, it was found that the AO was able to
reduce further the number of CFUs in comparison with the O. This findings
supports the assertion that the O has its action enhanced when previously
dissolved in an acid substance.

The acidified ethanol used by Andersen et al. (23) and Jonkers et al. (24) to
promote de catalization of the O presented antimicrobial effect on E. faecalis, in a
preliminary study. Therefore, it was not used in this investigation. The apple cider
vinegar has already been proposed as an irrigating solution in endodontics by
Estrela et al. (28), and the acetic acid is one of its main components (29); that is
why it was considered as a possible choice to acidify the O. Thus the O was
previously acidified with that substance, which in the concentration used in the
experiment did not cause inhibition of the E. faecalis growth.

The MIC to CH for the E. faecalis was 32 mg mL™, in contrast with another
experiment, that used a similar methodology, in which it was 16 mg mL™" (25). In
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our case, the drugs were diluted in distilled water and in their experiment it was
used glycerin, this may have altered the results. Our results showed that CH has
antimicrobial activity on this bacterium, which is enhanced when combined with O.
The findings of this research have shown that the O was not able to eliminate the
E. faecalis, but when used in combination with the CH it was able to reduce its
MIC in 50%. This fact may be related to the direct effect of the O on the proton
pump present in the cytoplasmic membrane of E. faecalis (18), that would promote
an increase in their internal pH, favoring the action of the CH. Thus, the CH and O
could act synergistically, increasing its potencial as an intracanal medication.

The results achieved in this study were obtained though in vitro analysis
and cannot be directly related to the clinic, but they can be promising. By
combining different antimicrobial substances we can act on independent
resistance mechanisms of the microorganisms.

This study indicates that the association of CH with the proton pump O
inhibitor potentialized the effects of the CH. Additional researches are still
necessary to verify that these results will also occur in the complex root canal

system.
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3. DISCUSSAO

O retratamento endoddntico € ainda um dos procedimentos com maior
dificuldade técnica e menor indice de sucesso (8). Isto porque o profissional esta,
muitas vezes, lidando com uma microbiota diferente daquela encontrada nos
casos de les&o primaria (8,9,10).

O E. faecalis € uma das espécies predominantes nos casos de lesdes
refratarias ao tratamento (4,8,9,10,18,19,20,21). Por isso, grande parte da
pesquisa endoddntica atual procura formas mais eficientes de combater este
microrganismo.

Adicionalmente, tais microrganismos comumente se organizam sob a
forma de biofilme (6,7), tornando-se ainda mais resistentes. (7,26). O uso da
medicacao intracanal, apds o preparo biomecanico, tem sido uma alternativa na
tentativa de se eliminar o maximo de bactérias remanescentes possivel.

A determinagédo da CIM é utilizada por laboratérios de diagnodstico para
confirmar resisténcia microbiana, mas mais frequentemente como uma ferramenta
para determinar a atividade in vitro de novos antimicrobianos (45). Este estudo foi
conduzido para determinar a CIM do HC, do O, bem como da associagédo dessas
substancias, além de verificar se a acidificagédo prévia do O teria alguma influéncia
neste contexto.

O E. faecalis, avaliado neste estudo, € um dos microrganismos mais
comuns nos casos de lesdes refratarias ao tratamento (4,8,9,10,18,19,20,21,25) e
apresenta caracteristicas importantes que Ihe tornam resistente aos
procedimentos terapéuticos (8,11,51).

Considerando que o O é uma pré-droga que necessita de indugédo acida
para sua ativacdo, neste experimento optou-se por acrescentar tal variavel,
acidificando-o previamente em alguns grupos, como realizado por Andersen et al.
(44) e Jonkers et al. (45).

Os resultados demonstraram n&o haver diferenga entre os grupos HCO e
HCOA quando utilizadas as concentragdes de 32 e 16mg/mL. Como os efeitos do
HC estdo intimamente relacionados ao seu elevado pH, a adicdo de uma
substancia acida a esta medicacgao poderia ter reduzido sua eficacia. Porém, este
efeito ndo foi observado.
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E apesar dos grupos O e OA né&o terem apresentado efeito sobre o E.
faecalis quando comparados ao controle, mesmo na maior concentracao testada
(0,512mg/mL), o grupo OA reduziu uma maior quantidade de UFCs que o O, o
que esta de acordo com a idéia de que o O necessita ser dissolvido previamente
em alguma substancia acida que assegure a sua ativagao.

Em um estudo piloto, realizado previamente ao experimento, o etanol
acidificado apresentou efeito antimicrobiano sobre o E. faecalis. Devido a isso n&o
foi empregado para acidificar o O. O vinagre de maga, proposto como solugéo
irrigadora por Estrela et al. (49), possui o acido acético como um dos seus
principais componentes, sendo que sua concentragdo varia de 2,85 a 7,09% (51).
Por esta razdo o O foi previamente acidificado com essa substancia, a qual em
piloto realizado previamente ao estudo ndo apresentou efeito sobre o E. faecalis e
cujo pH correspondia a 2,75 (pHmetro Marte).

A escolha da metodologia foi baseada no fato de que apesar do teste de
difusdo em agar ser amplamente utilizado para avaliar o efeito antimicrobiano de
materiais endoddnticos, ele possui conhecidas limitagdes. Os seus resultados
podem ser influenciados pela solubilidade e difusibilidade do material no meio de
cultura, ndo expressando o seu real efeito antimicrobiano (52). Além disso, este
tipo de ensaio ndo pode distinguir as propriedades microbiostaticas e microbicidas
do material (53) Por outro lado, o teste de contato direto n&o possui estas
desvantagens e podem ser usado para avaliar o efeito antimicrobiano de
materiais, = proporcionando  resultados  quantitativos e  reproduziveis
(17,54,55,56,57).

A CIM do HC para o E. faecalis foi de 32mg/mL, em contraste com outro
experimento no qual foi de 16mg/mL (47), evidenciando sua atividade
antimicrobiana sobre esta bactéria, sendo esta potencializada quando associado
ao O. Os resultados da presente investigagdo demonstraram que o O nao foi
capaz de eliminar o E. faecalis; porém, quando utilizado em associacdo com o
HC, foi capaz de reduzir a CIM deste em 50%.

Este estudo evidenciou que o HC apresenta atividade antimicrobiana
sobre o E. faecalis, sendo que esta foi potencializada quando associado ao O.

Uma grande parte das propriedades de cicatrizagdo do HC pode ser
atribuida aos seus efeitos bactericidas. Os alcalis, em geral, tém um efeito

destrutivo pronunciado na membrana celular e estruturas protéicas (11,30).
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O O tem acgao na bomba de prétons que inibe a secregdo do acido
gastrico. O E. faecalis também possui uma bomba de protons e o O podera ter
um efeito direto nesta bomba de protons (39).

Por isso observamos que tanto o HC quanto o O agem sobre a parede
celular bacteriana, assim a associacdo dessas medicagbes podem ter efeitos
sinérgicos, ou seja, parece haver um potencializagado dos efeitos do HC quando
associado ao O.

E finalmente, quando a associagdo do HC e do O utilizou concentragoes
de HC menores que 16mg/mL, observou-se uma vantagem para os grupos onde
o O foi acidificado previamente, o que poderia ser relevante na clinica.

Os resultados alcangados neste estudo ocorreram in vitro e ndo podem
ser diretamente relacionados com a clinica, porém sao promissores. Ao combinar
diferentes substancias antimicrobianas, pode-se agir em mecanismos de
resisténcia dos microrganismos.

Este estudo indica que a associacdo do HC com o inibidor da bomba de
prétons O potencializou os efeitos do HC. Pesquisas adicionais ainda sao
necessarias para verificar se esses resultados ocorrerdo também no complexo
sistema de canais radiculares, onde o contato direto da medicacdo com a
microbiota nem sempre é possivel. E, preferencialmente, testar a eficacia das
medicagbées em um comunidade microbiana mista, tal como ocorre clinicamente
nos canais radiculares.

Além disso, € preciso verificar a possibilidade de manipulacdo de pastas
com essas concentragdes das medicagdes, ja que a pasta de hidroxido de calcio
normalmente utilizada como medicacdo intracanal devera ter uma adequada
consisténcia que possibilite sua introdugdo e permanéncia no sistema de canais

radiculares.
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ANEXO B. BANCO DE DADOS

Amostra Grupo
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Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol
Omeprazol

Omeprazol

Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado

Omeprazol Acidificado

Conc
512pg/mL
512pg/mL
512pg/mL
256ug/mL
256ug/mL
256ug/mL
128ug/mL
128pug/mL
128ug/mL
64pug/mL
64pug/mL
64pug/mL
32ug/mL
32ug/mL
32ug/mL
16pg/mL
16pg/mL
16pg/mL
8ug/mL
8ug/mL
8ug/mL
4ug/mL
4ug/mL
4ug/mL
2pg/mL
2pug/mL
2pg/mL
1pg/mL
1pg/mL
1pg/mL
Opg/mL
Opg/mL
Opg/mL
512pg/mL
512pg/mL
512pg/mL
256ug/mL

Média

UFC/mL
1,425 X10°
1,2 X 10°
1,25 X 10°
1,775 X 10°
1,525 X 10°
2,025 X 10°
4,25 X 10°
1,975 X 10°
3,75 X 10°
2,35 X 10°
1,5 X 10°
2,025 X 10°
1,475 X 10°
2,1x10°
1,875 X 10°
1,875 X 10°
1,875 X 10°
1,325 X 10°
1,1X 10°
1,025 X 10°
9,25 X 10’
1,275 X 10°
1,525 X 10°
1,6 X 10°
1,175 X 10°
1,4 X 10°
1,35 X 10°
1,125 X 10°
1,075 X 10°
1X10°
9,5 X 10’
6,25 X 10’
5,50 X 10’
3X10’
2,25 X 10’
3,75 X 10’
2,1x10°
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Conc inéculo
UFC/mL

6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
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6,9X10’
6,9X10’
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6,9X10’
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6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
6,9X10’
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Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Omeprazol Acidificado
Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidréxido de Calcio

Hidroxido de Calcio

256ug/mL
256ug/mL
128pug/mL
128ug/mL
128pug/mL
64pug/mL
64pug/mL
64pug/mL
32ug/mL
32ug/mL
32ug/mL
16pg/mL
16pg/mL
16pg/mL
8ug/mL
8ug/mL
8ug/mL
4ug/mL
4ug/mL
4ug/mL
2pug/mL
2pug/mL
2pg/mL
1pg/mL
1pg/mL
1pg/mL
Opg/mL
Opg/mL
Opg/mL
32mg/mL
32mg/mL
32mg/mL
16mg/mL
16mg/mL
16mg/mL
8mg/mL
8mg/mL
8mg/mL
4mg/mL
4mg/mL
4mg/mL
2mg/mL

2,3Xx10° 6,9X10’
2,075 X 10° 6,9X10’
2,5X10° 6,9X10’
1,575 X 10° 6,9X10’
1,825 X 10° 6,9X10’
1,825 X 10° 6,9X10’
1,625 X 10° 6,9X10’
1,55 X 10° 6,9X10’
2,1x10° 6,9X10’
1,925 X 10° 6,9X10’
1,575 X 10° 6,9X10’
1,925 X 10° 6,9X10’
1,6 X 10° 6,9X10’
2,175 X 10° 6,9X10’
1X10° 6,9X10’
5,75 X 10’ 6,9X10’
1,025 X 10° 6,9X10’
6,75 X 10’ 6,9X10’
9,5 X 10’ 6,9X10’
8,5 X 10’ 6,9X10’
1,45 X 10° 6,9X10’
1,55 X 10° 6,9X10’
1,775 X 10° 6,9X10’
1,275 X 10° 6,9X10’
2,75 X 10’ 6,9X10’
7,75 X 10’ 6,9X10’
9,25 X 10’ 6,9X10’
5,5X 10’ 6,9X10’
6 X 10’ 6,9X10’
0 6,9X10’
0 6,9X10’
0 6,9X10’
9,25 X 10° 6,9X10’
7,25 X 10° 6,9X10’
<5,0X10' 6,9X10’
2,9X10° 6,9X10’
7,75 X 10* 6,9X10’
>2,5X10° 6,9X10’
1,425 X 10° 6,9X10’
1,1X 10° 6,9X10’
7,75 X 10° 6,9X10’
1,075 X 10’ 6,9X10’
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95
96
97
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99
100
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112
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114

Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Hidréxido de Calcio
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético
Acido Acético

HC + Omeprazol

2mg/mL
2mg/mL
1mg/mL
1mg/mL
1mg/mL
Omg/mL
Omg/mL
Omg/mL
29,89mg/mL
29,89mg/mL
29,89mg/mL
14,95mg/mL
14,95mg/mL
14,95mg/mL
7,47mg/mL
7,47mg/mL
7,47mg/mL
3,74mg/mL
3,74mg/mL
3,74mg/mL
1,86mg/mL
1,86mg/mL
1,86mg/mL
0,93mg/mL
0,93mg/mL
0,93mg/mL
0,47mg/mL
0,47mg/mL
0,47mg/mL
0,23mg/mL
0,23mg/mL
0,23mg/mL
0,12mg/mL
0,12mg/mL
0,12mg/mL
0,06mg/mL
0,06mg/mL
0,06mg/mL
0,03mg/mL
0,03mg/mL
0,03mg/mL
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6,75 X 10° 6,9X10’
9,25 X 10° 6,9X10’
2,625 X 10’ 6,9X10’
2,5X 10’ 6,9X10’
1,9 X 10’ 6,9X10’
3,25 X 10’ 6,9X10’
5,75 X 10’ 6,9X10’
8 X 10’ 6,9X10’
1,4 X10° 1,11X108
7,00 X 10’ 1,11X10°
1,15 X 10° 1,11X10°
4,75 X 10’ 1,11X10°
1,00 X 10° 1,11X10°

1,100 X 10° 1,11X108
1,525 X 10° 1,11X108

1,200X 10° 1,11X10°
1,45 X 10° 1,11X10°
6,5 X 10’ 1,11X10°
8,75 X 10’ 1,11X10°
7,75 X 107 1,11X10°
1,000 X 10° 1,11X10°
7,25 X 107 1,11X10°
6,75 X 10 1,11X10°
6,75 X 10 1,11X10°
7,50 X 10’ 1,11X10°
8,25 X 10’ 1,11X10°
8,25 X 10’ 1,11X10°
9,75 X 10’ 1,11X10°
9,5 X 10’ 1,11X10°
7,5X 10’ 1,11X10°
8,0 X 10’ 1,11X10°
1,275 X 10° 1,11X10°
8 X 10’ 1,11X10°
1,175 X 10° 1,11X10°
6,5 X 10’ 1,11X10°
3,25 X 10’ 1,11X10°
7,75 X 107 1,11X10°
5,25 X 107 1,11X10°
9,00 X 10’ 1,11X10°
6,00 X 107 1,11X10°
7,50 X 10’ 1,11X10°

32mg/mL+512ug/mL 0 6,5 x10’
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116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

HC + Omeprazol
Acidificado

32mg/mL+512ug/mL
32mg/mL+512ug/mL
16mg/mL+512ug/mL
16mg/mL+512ug/mL
16mg/mL+512ug/mL
8mg/mL+512ug/mL
8mg/mL+512ug/mL
8mg/mL+512ug/mL
4mg/mL+512ug/mL
4mg/mL+512ug/mL
4mg/mL+512ug/mL
2mg/mL+512pg/mL
2mg/mL+512pg/mL
2mg/mL+512pg/mL
1mg/mL+512ug/mL
1mg/mL+512ug/mL
1mg/mL+512ug/mL
Omg/mL+512ug/mL
Omg/mL+512ug/mL
Omg/mL+512ug/mL

32mg/mL+512ug/mL
32mg/mL+512ug/mL
32mg/mL+512ug/mL
16mg/mL+512ug/mL
16mg/mL+512ug/mL
16mg/mL+512ug/mL
8mg/mL+512ug/mL
8mg/mL+512ug/mL
8mg/mL+512ug/mL
4mg/mL+512ug/mL
4mg/mL+512ug/mL
4mg/mL+512ug/mL

2mg/mL+512pg/mL

0 6,5 x10’
0 6,5 x10’
0 6,5 x10’
0 6,5 x10’
0 6,5 x10’
2x10° 6,5 x10’
2,5x 10° 6,5 x10’
1,525 x 10° 6,5 x10’
1,55 x 107 6,5 x10’
1,225 x 10” 6,5 x10’
3x10° 6,5 x10’
3,25 x 10° 6,5 x10’
2,875 x 10° 6,5 x10’
2,65 x 10° 6,5 x10’
1,3x10° 6,5 x10’
8,25 x 10’ 6,5 x10’
3,3x10° 6,5 x10’
1x10° 6,5 x10’
9,75 x 10’ 6,5 x10’
7 x 107 6,5 x10’
0 6,5 x10’
0 6,5 x10’

7
0 6,5 x10
0 6,5 x10’
0 6,5 x10’
0 6,5 x10’
1,85 x 10* 6,5 x10’
<5,0X10’ 6,5 x10’
7,5 x 10° 6,5 x10’
2,325 x 10’ 6,5 x10’
1,025 x 10° 6,5 x10’
3,225 x 10° 6,5 x10’
2,4 x 10® 6,5 x10’
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149

150

151

152

153

154

155

HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado
HC + Omeprazol
Acidificado

2mg/mL+512pg/mL
2mg/mL+512pg/mL
1mg/mL+512ug/mL
1mg/mL+512ug/mL
1mg/mL+512ug/mL
Omg/mL+512ug/mL
Omg/mL+512ug/mL

Omg/mL+512ug/mL

1,675 x 10°
2x10°
>2,5X10°
1,65 x 10°
1,975 x 10°
1,025 x 10°
6x 10

5,75x 10’

6,5 x10’
6,5 x10’
6,5 x10’
6,5 x10’
6,5 x10’
6,5 x10’
6,5 x10’

6,5 x10’
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ANEXO C. DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Solugdo padrao

10X mais
concentrada do CH=320mg/mL
que a maior — CHO'=320mg/mL+5,12mg/mL
concentragdo de CHOAY2=320mg/mL+5,12mg/mL
medicag¢do a ser 0=5,12mg/mL

utilizada. A02=5,12mg/mL

Agua destilada esterilizada

! quantidade de O manteve-se constante

21 mL acido acético 2,85% - 10 min

&« N N\ N

XmL
em — —
cada ,
tubo = —
: g2 % - 0,05mL in6culo
< O

Retirado X mL da solugao padrao
e inserido em 3 tubos com Y mL

de caldo Mueller Hinton 2 - Estufa 37°C 24hs
obtendo-se a concentragdo a ser
testada (X+Y)*=10mL + indéculo

1 - Vortex

3 - Diluigdes seriadas

*Redug¢do da quantidade de solugdo padrao (X) em
50% até chegar na concentragao zero (controle
positivo) e aumento da quantidade de caldo Muller
Hinton (Y) até chegar a 10mL.
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Aliquotas de 20uL : .
dos tubos foram

semeadas em

placas contendo - e : .
Agar para ol Bad
Contagem (PCA) e % i ,

incubados na
estufa por 48hs.

contagem de UFCs
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