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Resumo 
 



- Resumo - 

Faria-Junior NB. Avaliação do desenvolvimento de biofilme e da atividade 

antibiofilme, pH e solubilidade de cimentos endodônticos [Tese de Doutorado]. 

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012. 

RESUMO 

Objetivo: Este estudo avaliou: (experimento 1) a influência de diferentes 

substratos na formação de biofilmes de Enterococcus faecalis; e (experimento 2) 

a atividade antibacteriana contra E. faecalis, pH e solubilidade dos cimentos AH 

Plus, Sealer 26, Epiphany SE, Sealapex, Activ GP, MTA Fillapex e MTA Sealer. 

Metodologia: (1) Biofilmes de E. faecalis foram desenvolvidos sobre dentina 

bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino por 14 ou 21 dias. Após os 

períodos de incubação, os espécimes (n=5 por substrato por período) foram 

marcados pela técnica Live/Dead e observados usando microscopia confocal de 

varredura a laser. Quatro imagens foram obtidas para cada amostra e analisadas 

pelo programa bioImage_L. Os parâmetros avaliados foram biovolume (μm3) da 

população total e verde (células vivas) e o percentual de cobertura do substrato. 

(2) Para o segundo experimento, discos de cada cimento endodôntico foram 

preparados e armazenados por 2 ou 7 dias. A atividade antibacteriana foi avaliada 

pelo teste de difusão em ágar (TDA) e pelo teste de contato direto sobre biofilme 

(TCDB, antibiofilme). No TCDB, biofilmes foram induzidos em blocos de dentina 

bovina por 14 dias. Os cimentos foram, então, colocados sobre os biofilmes e 

permaneceram em contato por 5, 10 ou 15 h. No grupo controle, nenhum cimento 

foi colocado sobre os biofilmes. Os blocos de dentina com o biofilme 

remanescente foram avaliados quantitativamente (número de unidades 

formadoras de colônia [UFC]). A solubilidade dos cimentos correspondeu à perda 

de massa (%) após 15 h de imersão em água destilada. Os valores de pH foram 

mensurados nos períodos de 5, 10 e 15 h. A análise estatística foi realizada por 

testes paramétricos e não paramétricos (p=0,05). Resultados: (1) Houve 

formação de biofilme em todos os grupos. Não houve diferença significativa no 
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percentual de cobertura entre os substratos aos 21 dias (p>0,05). Porém, aos 14 

dias o osso bovino apresentou o maior percentual (p<0,05). A guta-percha 

apresentou o menor biovolume total aos 14 dias (p<0,05). Aos 21 dias, a 

hidroxiapatita teve o maior biovolume total (p<0,05). Considerando a população 

verde, não houve diferença significativa aos 14 dias. (p>0,05). No entanto, aos 21 

dias, a hidroxiapatita obteve o maior biovolume verde (p<0,05). (2) No TDA, 

nenhum dos cimentos exibiu zona de inibição. De acordo com o TCDB, dois dias 

após a manipulação, Sealapex e MTA Fillapex reduziram de forma significativa o 

número de UFC quando comparados ao controle (p<0,05). Sete dias após a 

espatulação, o Sealapex reduziu de forma significativa a contagem bacteriana 

quando comparado ao controle (p<0,05). O Sealapex alcançou os valores mais 

altos de pH, tanto aos 2 quanto aos 7 dias (p<0,05). Dois dias após a 

manipulação, os cimentos MTA Fillapex, MTA Sealer, Sealapex e Activ GP 

mostraram os maiores valores de solubilidade (p<0,05). Enquanto que no período 

de 7 dias, o MTA Sealer e o MTA Fillapex foram mais solúveis que os demais 

cimentos (p<0,05). Conclusão: (1) E. faecalis formou biofilme em todos os 

substratos em ambos os períodos de incubação; a hidroxiapatita mostrou os 

melhores resultados para o desenvolvimento de biofilmes nos dois períodos; (2) 

MTA Fillapex e Sealapex reduziram de modo significante a quantidade de 

bactérias nos biofilmes, exibindo alta solubilidade; nenhum dos cimentos eliminou 

os biofilmes de E. faecalis. 

 

Palavras-chave: Biofilmes; Enterococcus faecalis; microscopia confocal; 

concentração de íons de hidrogênio; solubilidade. 
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Faria-Junior NB. Evaluation of the biofilm formation and of the antibiofilm activity, 

pH and solubility of endodontic sealers [Tese de Doutorado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012. 

ABSTRACT 

Objective: This study evaluated: (experiment 1) the influence of different 

substrates on the Enterococcus faecalis biofilm formation; and (experiment 2) the 

antibacterial activity against E. faecalis, pH and solubility of the sealers AH Plus, 

Sealer 26, Epiphany SE, Sealapex, Activ GP, MTA Fillapex and MTA Sealer. 

Methods: (1) E. faecalis biofilms were grown on bovine dentin, gutta-percha, 

hydroxyapatite and bovine bone for 14 or 21 days. After the incubation periods, 

the specimens (n=5 per substrate per period) were stained using the Live/Dead 

technique and observed using a confocal laser scanning microscope. Four 

confocal pictures were obtained from each sample and analyzed by the software 

bioImage_L. The parameters evaluated were biovolume (μm3) of total and green 

population (live cells) and the percentage of surface covered by microorganisms 

(covering grade). (2) For the second experiment, disks of each material were 

prepared and stored for 2 or 7 days. Antimicrobial activity was evaluated by the 

agar diffusion test (ADT) and the direct contact test on biofilm (DCTB, antibiofilm). 

For the DCTB, biofilms were grown on bovine dentin blocks for 14 days. Then, the 

sealers were placed on the biofilms and remained in contact for 5, 10 or 15 h. In 

the control group, no sealer was placed on the biofilms. The dentin blocks 

containing the remaining biofilms were assessed quantitatively (number of colony-

forming units [CFU]). The solubility of the sealers corresponded to their mass loss 

(%) after 15 h immersion in distilled water. The pH values were measured at 5, 10 

and 15 h. Statistical analysis was performed using parametric and non-parametric 

tests (p=0.05). Results: (1) There was biofilm formation in all groups. Considering 

the values of the covering grade there was not significant difference among the 

substrates at 21 days (p>0.05). However, at 14 days the bovine bone had the 
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highest covering grade (p<0.05). Gutta-percha had the lowest total biovolume at 

14 days (p<0.05). At 21 days, hydroxyapatite had the highest total biovolume 

(p<0.05). Regarding the green population, it was not observed significant 

difference in the biovolume at 14 days (p>0.05). However, at 21 days, 

hydroxyapatite had the highest green biovolume (p<0.05). (2) In the ADT, none of 

the sealers showed zone of inhibition. According to the DCTB, two days after 

mixing, Sealapex and MTA Fillapex reduced significantly the CFU when compared 

to control (p<0,05). Seven days after mixing, Sealapex reduced the bacterial 

counts significantly when compared to control (p<0,05). Sealapex reached the 

highest pH values in both 2 days and 7 days groups (p<0,05). Regarding solubility, 

two days after mixing, MTA Fillapex, MTA Sealer, Sealapex and Activ GP showed 

the highest values (p<0,05). While seven days after mixing, MTA Sealer and MTA 

Fillapex had higher solubility than the other sealers (p<0,05). Conclusion: (1) E. 

faecalis was able to form biofilm in all substrates and in both incubation periods; 

hydroxyapatite was the substrate that showed the best results for the development 

of biofilm; (2) MTA Fillapex and Sealapex significantly reduced the amount of 

biofilm bacteria, but exhibited high solubility; none of the sealers eradicated E. 

faecalis biofilms. 

 

Key words: Biofilms; Enterococcus faecalis; microscopy, confocal; hydrogen-ion 

concentration; solubility. 
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INTRODUÇÃO 

Os micro-organismos e seus produtos são os principais fatores 

etiológicos da doença pulpar e periapical6. Desta forma, a remoção das bactérias 

durante o tratamento, a inibição de um novo crescimento das bactérias 

remanescentes e a prevenção da recolonização bacteriana são fatores chave 

para o sucesso do tratamento endodôntico37, 66. A instrumentação, a irrigação e o 

curativo de demora reduzem significativamente a carga microbiana dos canais 

radiculares contaminados. No entanto, a completa eliminação dos micro-

organismos do sistema de canais radiculares é difícil de ser obtida69. A 

persistência de micro-organismos nos túbulos dentinários e no cemento apical 

após tratamento endodôntico tem sido relatada33, 35. Além disso, novos micro-

organismos podem ganhar acesso ao sistema de canais radiculares mesmo 

quando a obturação é bem realizada40. 

O Enterococcus faecalis é a espécie mais frequentemente isolada em 

canais radiculares de dentes com lesão periapical persistente, em culturas mistas 

ou em monoculturas, apesar de ser menos encontrado em casos de infecção 

endodôntica primária17, 28, 45, 48. A dificuldade de eliminar o E. faecalis dos canais 

radiculares pode estar relacionada com sua grande capacidade de penetração 

nos túbulos dentinários, desenvolvendo o biofilme, além da sua maior resistência 

à ação de soluções e medicamentos que os demais micro-organismos presentes 

nas infecções endodônticas27, 47. Por conseguinte, o E. faecalis se tornou o micro-

organismo mais apropriado para realização de testes antimicrobianos in vitro de 
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diferentes soluções irrigadoras, curativos de demora e cimentos obturadores 

utilizados em Endodontia7, 46. 

A maioria das bactérias cresce na forma de biofilmes que consistem 

em uma ou mais comunidades de bactérias aderidas a uma superfície e 

envolvidas por uma matriz hidratada de polissacarídeos e proteínas61, 62. 

Bactérias organizadas em comunidades se comunicam entre si por meio de um 

mecanismo denominado quorum sensing, ou percepção da densidade. Por meio 

dele, as bactérias regulam a expressão de conjuntos de genes especializados em 

resposta à densidade celular49, 61. Bactérias tradicionalmente definidas como 

seres unicelulares de estrutura celular procarionte podem atuar de maneira 

multicelular quando um determinado nível populacional crítico é atingido. A 

percepção da densidade celular resulta da comunicação intercelular mediada pela 

secreção de sinais moleculares sintetizados pelas células individuais. Estas 

moléculas são detectadas por receptores específicos o que permite as células 

bacterianas “tomarem conhecimento” do tamanho da população por meio da 

concentração dos sinais. Quando o nível crítico é atingido elas passam a agir em 

grupo como um único organismo multicelular. Este nível crítico caracteriza, como 

no caso de uma assembleia, um “quorum” onde as ações passam a ser tomadas 

em conjunto49. 

Esse mecanismo de comunicação entre bactérias interfere na estrutura 

do biofilme uma vez que estimula o crescimento de espécies benéficas ao 

biofilme e dificulta o crescimento de outras espécies competitivas. Algumas 

propriedades fisiológicas das células bacterianas podem ser alteradas pelo 

quorum sensing. A expressão dos genes para a resistência a antibióticos, por 
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exemplo, pode promover a proteção de toda a comunidade bacteriana, e estima-

se que a resistência do biofilme aos antibióticos seja de 1000 a 1500 vezes maior 

que das bactérias na forma planctônica61, 62. Alguns estudos têm demonstrado a 

maior resistência de biofilmes orais à clorexidina, amoxicilina, doxiciclina e 

metronidazol quando comparados a bactérias na forma planctônica11, 24, 51, 54, 67. 

Os mecanismos a seguir podem explicar a maior resistência dos micro-

organismos em biofilmes: 1) a matriz extracelular do biofilme pode restringir 

fisicamente a difusão dos agentes antimicrobianos; 2) a redução de oxigênio e 

nutrientes dentro do biofilme faz com que algumas bactérias entrem em estado 

estacionário, no qual elas são menos susceptíveis aos agentes dependentes do 

crescimento microbiano; 3) uma subpopulação bacteriana pode se diferenciar em 

um estado fenotipicamente resistente; e 4) alguns organismos do biofilme podem 

expressar genes específicos de resistência a antimicrobianos que não são 

necessários para a formação do biofilme44. 

Em dentes com necrose pulpar e nítida lesão periapical, o biofilme 

pode estar presente não só nas paredes dentinárias do sistema de canais 

radiculares29, 36, 52, mas também na porção externa da raiz, aderida à superfície 

radicular, em áreas de reabsorção cementária e dentinária26, 34, e sua erradicação 

certamente representa um dos grandes desafios do tratamento endodôntico. 

Após a obturação dos canais radiculares, o material obturador pode 

exercer importante papel impedindo o desenvolvimento de micro-organismos 

residuais nos túbulos dentinários e sistema de canais radiculares. Porém, se o 
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cimento apresenta alta dissolução como resultado do contato com os fluidos 

apicais e ausência de ação antimicrobiana pode haver formação dos biofilmes64. 

Além disso, um estudo recente53 demonstrou que micro-organismos 

como E. faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Candida 

albicans e Prevotella nigrescens podem aderir a guta-percha e até mesmo a 

diversos cimentos obturadores, tais como: AH-Plus, Tubli Seal, Real Seal SE, 

EndoREZ, ApexitPlus e GuttaFlow. Desta forma, na ocorrência de infiltração 

coronária a saliva poderia contaminar os materiais obturadores possibilitando a 

formação de biofilme sobre os mesmos. 

Para que haja doença, os micro-organismos devem atingir uma 

densidade populacional (carga) que seja capaz de causar dano tecidual. Até que 

esse limiar seja alcançado, nenhum sinal clínico ou sintoma da doença é 

revelado. Devido à diversidade dos patógenos envolvidos na instalação e 

progressão da patologia endodôntica, torna-se muito complicado estabelecer o 

limite para iniciar a doença. A virulência dos micro-organismos e a defesa do 

hospedeiro também são fatores importantes nesse processo. Os procedimentos 

de limpeza, modelagem e desinfecção durante o tratamento endodôntico podem 

não ser suficientes para reduzir os níveis microbianos abaixo do limiar citado, 

levando à persistência da doença. No entanto, a desorganização da estrutura do 

biofilme e a redução significativa da carga microbiana promoverá a redução e 

eliminação dos sinais e sintomas, podendo decretar a cura da doença59. Desta 

forma, a utilização de cimentos obturadores endodônticos com atividade 

antimicrobiana é considerada benéfica a medida que configura um esforço 
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adicional para reduzir o número de micro-organismos remanescentes e, 

consequentemente,  erradicar a infecção69. 

Alguns fatores relacionados aos cimentos obturadores podem interferir 

na sua atuação contra micro-organismos. Já foi demonstrada14 a influência de 4 

consistências de manipulação dos cimentos Roth, CRCS e AH26 na atividade 

antimicrobiana contra o E. faecalis. De modo geral, quanto menor a consistência 

maior foi a propriedade antibacteriana. 

Cimentos endodônticos que contêm hidróxido de cálcio em sua 

composição parecem ser apropriados para a eliminação bacteriana. O efeito 

exercido por esses materiais obturadores nos micro-organismos vem da liberação 

de íons hidroxila que causam elevação do pH. Um pH maior que 9 pode inativar 

de modo irreversível ou não enzimas bacterianas resultando em perda de 

atividade biológica13. 

Na tentativa de se encontrar um cimento endodôntico com 

propriedades mais próximas das ideais, novos materiais têm sido continuamente 

lançados comercialmente. O mineral de trióxido agregado (MTA) é um material à 

base de cimento Portland e vem sendo amplamente utilizado na Endodontia no 

tratamento de perfurações radiculares, capeamento pulpar, pulpotomia e em 

retrobturações. Novos cimentos à base de MTA, como o Endo CPM Sealer e o 

Fillapex, têm sido desenvolvidos para o uso como cimento obturador de canais 

radiculares apresentando boas propriedades biológicas16. Um cimento 

experimental (MTA-S) contendo cimento Portland, um agente radiopacificador, 

aditivos e veículos apropriados está em desenvolvimento na Faculdade de 
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Odontologia de Araraquara (FOAr/UNESP) para ser utilizado como cimento 

obturador. 

A capacidade seladora antimicrobiana do MTA-S e do Endo CPM 

Sealer foi comparada com a dos cimentos AH Plus, Sealer 26, Epiphany SE, 

Sealapex, Activ GP e Endofill40. Cento e trinta dentes unirradiculares humanos 

extraídos foram instrumentados e, então,  obturados com guta-percha e um dos 

cimentos ou com Resilon e o cimento Epiphany SE. Os dentes foram esterilizados 

com óxido de etileno antes do início do experimento de infiltração com o E. 

faecalis. A infiltração foi avaliada diariamente por 16 semanas. Todos os cimentos 

permitiram a infiltração bacteriana. 

O MTA Fillapex é um cimento obturador à base de MTA lançado 

recentemente no mercado pela Angelus (Londrina/PR, Brasil). Ele também 

apresenta em sua composição resina salicilato, resina diluente, resina natural, 

óxido de bismuto, sílica nanoparticulada e pigmentos. Comercialmente apresenta-

se na forma de pasta base e pasta catalisadora. Segundo o fabricante, seu tempo 

de trabalho é de 30 minutos e o tempo mínimo de presa é de 120 minutos. Já foi 

relatado30 que o MTA Fillapex apresenta ação contra E. faecalis apenas antes de 

tomar presa. 

Muitos estudos vem sendo realizados para avaliar a atividade 

antimicrobiana de diversos cimentos obturadores3, 6, 14, 23, 57, 58, 60, 63, 69. Contudo, 

pouco se sabe sobre a atividade antimicrobiana do MTA Fillapex e do MTA-S. 
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Vários métodos são utilizados na avaliação da atividade antimicrobiana 

dos cimentos obturadores21, 50. Dentre eles, o teste de difusão em ágar é o mais 

comumente aplicado3, 6, 14, 37, 58. Porém, as limitações desse método são bem 

conhecidas66. Um material que se difunde mais facilmente irá, provavelmente, 

promover uma maior zona de inibição. Assim, além da citotoxicidade direta sobre 

o micro-organismo, diferentes taxas de difusão de diferentes cimentos podem 

influenciar os resultados. Os dados obtidos podem não refletir o verdadeiro 

potencial antimicrobiano dos diversos cimentos e agentes desinfetantes. 

Na tentativa de superar essas limitações, um teste de contato direto 

vem sendo aplicado na avaliação do efeito antimicrobiano de cimentos 

endodônticos e materiais retrobturadores12, 66. Esse método é baseado na 

mensuração do efeito do íntimo contato entre a bactéria e o material avaliado na 

cinética do crescimento microbiano usando uma microplaca em espectrofotômetro 

com temperatura controlada66. 

Empregando o teste do contato direto, Eldeniz et al.12 (2006) avaliaram 

a atividade antibacteriana de vários materiais retrobturadores - amálgama, 

ProRoot MTA, Intermediate Restorative Material (IRM), Super Bond C&B, 

Geristore, Dyract, Clearfil APX combinado com SE Bond ou Protect Bond – contra 

Staphylococcus aureus, E. faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Os materiais 

foram testados imediatamente após a manipulação e após 3 dias do preparo. Dez 

microlitros da suspensão bacteriana foram colocados em cada poço para o 

contado direto com cada material por 1 hora a 37ºC. O crescimento das bactérias 

sobreviventes foi então mensurado em espectrofotômetro a 620 nm por 15 horas. 

Doze poços sem cimento utilizando os mesmos procedimentos serviram como 
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controle positivo. O IRM e o ProRoot MTA inibiram, de modo geral, mais o 

crescimento bacteriano do que os outros materiais. 

Utilizando o método do contato direto modificado, Zhang et al.69 (2009) 

estudaram a efetividade antimicrobiana de 7 cimentos endodônticos (AH Plus, 

ApexitPlus, iRoot SP, Tubli Seal, Sealapex, Epiphany SE e EndoRez) contra o E. 

faecalis. A bactéria em suspensão foi exposta aos materiais por 2 a 60 minutos 

usando os cimentos recém manipulados ou tomados presa por 1, 3 e 7 dias. O 

efeito antimicrobiano dos cimentos foi relativamente estável por até 3 dias. O 

iRoot SP recém espatulado erradicou todas as bactérias em apenas 2 minutos de 

contato. O AH Plus e o EndoRez recém espatulados reduziram significativamente 

o número de bactérias viáveis em 2 minutos e eliminaram todas as bactérias entre 

5 e 20 minutos. Após 7 dias a maioria dos cimentos perdeu muito da atividade 

contra o E. faecalis, exceto o Sealapex e o EndoRez. Para os autores, o método 

utilizado é vantajoso por ser quantitativo e reprodutível, além de permitir testar 

materiais insolúveis e poder ser utilizado em condições padronizadas. 

Apesar do teste de contato direto ser um método mais preciso que o 

difusão em ágar, ele também pode não representar exatamente o que acontece 

nas situações in vivo. Isso acontece devido à possibilidade de encontrarmos as 

bactérias organizadas em biofilme dentro do sistema de canais radiculares. Esse 

fato configura uma situação de maior dificuldade para a eliminação dos micro-

organismos. Diante disso, fica a dúvida se os resultados obtidos por Zhang et al.69 

(2009), que mostraram a total eliminação dos micro-organismos pelo cimento 

iRoot SP, também seriam os mesmos se o referido material fosse colocado em 

contato com um biofilme maduro de E. faecalis. Desta forma, torna-se evidente a 
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importância e a necessidade do desenvolvimento de metodologias para a 

realização de pesquisas acerca da atividade antimicrobiana de cimentos 

endodônticos sobre biofilmes ao invés de micro-organismos na forma planctônica. 

Modelos experimentais empregando biofilmes têm sido utilizados para 

avaliação da atividade antimicrobiana de soluções irrigadoras. Dunavant et al.10 

(2006) utilizaram metodologia in vitro para o crescimento de biofilme de E. faecalis 

incubado em um sistema de fluxo celular e posteriormente submerso nas 

soluções a serem avaliadas por 1 ou 5 minutos. Foram avaliados o hipoclorito de 

sódio a 1% e 6%, MTAD®, clorexidina a 2%, REDTA e Smear Clear. O efeito de 

cada solução foi determinado pela contagem da porcentagem de células 

bacterianas mortas em relação às bactérias viáveis. Não houve diferença 

estatisticamente significante com relação ao tempo de ação das substâncias 

avaliadas. Os autores afirmaram ser esta metodologia eficaz para o crescimento 

do biofilme e para a avaliação da ação de medicamentos sobre o biofilme. 

Os testes antimicrobianos também podem ser realizados sobre 

biofilmes mistos. Muller et al.32 (2007) cultivaram, em discos esmalte bovino, 

biofilmes formados por seis espécies - Actinomyces naeslundii, Veillonella díspar, 

Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sobrinous, S. oralis e Candida albicans. 

Os mesmos foram tratados com aplicação de ozônio, laser de baixa intensidade 

(terapia fotodinâmica), clorexidina ou hipoclorito de sódio. A análise dos 

resultados foi feita após suspensão das células do biofilme, diluições seriadas e 

cultura em ágar sangue. Apenas o NaOCl a 5% eliminou completamente os 

micro-organismos do biofilme. 
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Em um outro estudo39, a avaliação da atividade sobre biofilme foi 

realizada em microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os biofilmes foram 

cultivados sobre fatias de 2 mm de dentina humana. Amostras colhidas de canais 

radiculares com polpas necróticas foram utilizadas para a cultura de biofilmes em 

ambiente anaeróbio por 12 dias. Após o contato dos biofilmes com antibióticos, os 

espécimes foram observados em MEV diariamente por oito dias. Nenhum dos 

antibióticos avaliados foi eficaz na eliminação do biofilme. 

Os biofilmes de E. faecalis geralmente são avaliados por microscopia 

eletrônica de varredura15, 38, 64. Porém, esse método não fornece informações 

quantitativas sobre toda a arquitetura estrutural dos biofilmes. Por outro lado, a 

microscopia confocal de varredura laser vem sendo cada vez mais empregada 

nos últimos anos43, 53 por permitir a análise de múltiplas secções do biofilme, em 

diferentes planos, com facilidade de observação e de preparo das amostras. O 

emprego de corantes como o Live/Dead e de programas de análise de imagens 

vem sendo bastante utilizado e merece destaque, pois possibilita a identificação e 

a quantificação de células viáveis e não-viáveis41, 43, 65. 

A microscopia confocal foi utilizada por Pappen et al.43 (2010) quando 

investigaram o efeito antimicrobiano do Tetraclean, MTAD e cinco soluções 

irrigadoras experimentais pelos testes de exposição direta em culturas 

planctônicas e frente ao biofilme. No teste de exposição direta, uma suspensão de 

E. faecalis foi misturada com uma das soluções irrigadoras. Após 30 s, 1 min, 3 

min e 10 min um neutralizante foi adicionado e o número de bactérias 

sobreviventes foi calculado. Para o outro teste, um biofilme misto da placa 

bacteriana subgengival foi cultivado por 14 dias em caldo BHI em condições de 
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anaerobiose sobre discos sintéticos de hidroxiapatita. Os biofilmes foram 

expostos às soluções por 30 s, 1 min e 3 min. As amostras foram observadas em 

microscopia confocal após serem submetidas ao corante Live/Dead® BacLight 

Bacterial Viability Kit L7012 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA). As 

imagens foram analisadas quantitativamente e o volume de células mortas foi 

calculado para cada medicamento. O Tetraclean foi mais efetivo do que o MTAD 

contra o E. faecalis em cultura planctônica e no biofilme multi-espécies. 

A indução de biofilme vem sendo realizada por diferentes métodos e 

sobre diversas superfícies ou substratos, dentre eles: dentina humana22, 39, 

dentina bovina4, esmalte dentário bovino32, discos de silicone25, membranas de 

acetato de celulose24 e hidroxiapatita43, 56. Isso, de certa forma, denota a 

inexistência de um método ideal que reproduza da forma mais fidedigna possível 

as condições encontradas in vivo. Além disso, pouco se sabe sobre o 

desenvolvimento de biofilmes nos materiais obturadores. 

O grande número de substratos utilizados atualmente, aliado ao 

recente interesse sobre o desenvolvimento de biofilmes nos materiais 

obturadores, justifica a realização de pesquisas adicionais sobre a influência do 

substrato na qualidade dos biofilmes desenvolvidos in vitro. 
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OBJETIVO 

OBJETIVO GERAL 

� Avaliar a formação do biofilme de Enterococcus faecalis, bem como a 

atividade antibiofilme, o pH e a solubilidade de cimentos obturadores 

endodônticos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Avaliar a indução de biofilme de Enterococcus faecalis sobre 4 superfícies  

- dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino - nos períodos 

de 14 e 21 dias; 

� Avaliar a atividade antibacteriana pelos métodos de difusão em ágar e 

contato direto sobre biofilme (antibiofilme), o pH e a solubilidade dos 

cimentos endodônticos AH Plus, Sealer 26, Epiphany SE, Sealapex, Activ 

GP, MTA Fillapex e o MTA-S (cimento endodôntico experimental resinoso 

à base de MTA). 
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Desenvolvimento de biofilme de Enterococcus 

faecalis em diferentes substratos 

RESUMO 

Introdução: O objetivo deste estudo foi avaliar a influência de diferentes 

substratos no desenvolvimento de biofilme de Enterococcus faecalis. 

Metodologia: Placas de cultura celular contendo meio de cultura e E. faecalis 

(ATCC 29212) foram utilizadas para desenvolvimento de biofilme em: dentina 

bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino. Os substratos foram incubados 

a 37ºC por 14 ou 21 dias, com troca do meio a cada 48 h. Após os períodos de 

incubação os espécimes (n = 5 por grupo e período) foram corados pela técnica 

Live/Dead e quatro imagens em microscopia confocal foram obtidas de cada 

amostra. O software BioImage_L foi utilizado para quantificação do biovolume 

total (μm3), biovolume das bactérias vivas/verdes (μm3) e cobertura do substrato 

(%). Os resultados obtidos foram analisados por testes não paramétricos 

(p=0,05). Resultados: Houve formação de biofilme em todos os grupos. A guta-

percha apresentou o menor biovolume total aos 14 dias (p<0,05) e a 

hidroxiapatita o maior aos 21 dias (p<0,05). Não houve diferença significativa no 

biovolume verde aos 14 dias. Já no período de 21 dias, a hidroxiapatita 

apresentou o maior volume (p<0,05). O percentual de cobertura foi semelhante 

entre os substratos aos 21 dias (p>0,05), porém aos 14 dias o osso bovino obteve 
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o maior percentual (p<0,05). Conclusão: E. faecalis foi capaz de desenvolver 

biofilme em todos os substratos e em ambos os períodos; a hidroxiapatita foi o 

substrato que apresentou os melhores resultados para o desenvolvimento de 

biofilme; o tipo de substrato influenciou nas características dos biofilmes de 

acordo com os parâmetros avaliados. 

Palavras-chave: biofilme, Enterococcus faecalis, guta-percha, microscopia 

confocal. 

INTRODUÇÃO 

Os micro-organismos e seus produtos são os principais fatores 

etiológicos da doença pulpar e periapical (1). Enterococcus faecalis é uma 

bactéria anaeróbia facultativa gram positiva frequentemente isolada em canais 

radiculares de dentes com lesão periapical persistente, apesar de ser pouco 

encontrada em casos de infecção endodôntica primária (2-5). A presença de E. 

faecalis nos insucessos endodônticos pode acorrer em função de sua persistência 

a partir de uma infecção primária, ou da recolonização decorrente de selamento 

inadequado (6). 

A maioria das bactérias resistentes da microbiota endodôntica 

apresenta capacidade de adesão à superfícies formando comunidades 

denominadas biofilmes. A capacidade do micro-organismo formar biofilme 

depende da natureza do substrato formado sobre a superfície que representa a 

interface onde ocorrem as interações microbianas. A formação dos biofilmes 
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compreende as seguintes etapas: adesão bacteriana, formação de microcolônias 

e acúmulo ou crescimento do biofilme. A natureza da superfície do material 

determina a composição da película condicionante, a qual por vez influencia  a 

adesão dos micro-organismos (7). 

Alguns micro-organismos apresentam reconhecida capacidade de 

adesão, colonização e formação de biofilmes na dentina intra-radicular e no 

cemento apical (8, 9). Micro-organismos como E. faecalis, Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguis, Candida albicans e Prevotella nigrescens podem aderir a 

guta-percha e até mesmo a diversos cimentos obturadores (10). Desta forma, na 

ocorrência de infiltração coronária a saliva poderia contaminar a guta-percha 

possibilitando a formação de biofilme sobre a mesma (10-13). 

Dentre os substratos mais usados no desenvolvimento de biofilmes 

estão a hidroxiapatita e a dentina bovina (14-18). Os biofilmes produzidos em 

hidroxiapatita apresentam morfologia regular e relativa aderência ao substrato 

impedindo descolamento durante os procedimento laboratoriais. Contudo, se for 

levado em consideração que fatores inerentes à dentina influenciam na formação 

e eliminação dos biofilmes (19, 20) o emprego da hidroxiapatita para testes 

antimicrobianos deve ser visto com cuidado. 

O desenvolvimento de biofilme de E. faecalis geralmente é avaliado por 

microscopia eletrônica de varredura (10, 12, 13). Porém, esse método não 

fornece informações quantitativas sobre toda a arquitetura estrutural dos 

biofilmes. Por outro lado, a microscopia confocal de varredura a laser vem sendo 

cada vez mais empregada (11, 14) por permitir a análise de múltiplas secções do 
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biofilme, em diferentes planos, com facilidade de observação e de preparo das 

amostras. O emprego de corantes como o Live/Dead e de programas de análise 

de imagens vem sendo bastante utilizado, pois possibilita identificação e 

quantificação de células viáveis e não-viáveis (14, 18, 21). 

Frente ao exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência de 

diferentes substratos - dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino - 

no desenvolvimento de biofilme de E. faecalis em dois períodos de indução. 

MATERIAL E MÉTODO 

OBTENÇÃO E PREPARO DA AMOSTRA 

Blocos de dentina foram obtidos a partir de incisivos centrais bovinos 

com comprimento variando de 23,5 a 25 mm e com raízes completamente 

formadas. Inicialmente as suas coroas foram cortadas na região da junção 

cemento-esmalte. Em seguida, o remanescente radicular foi separado 

longitudinalmente em segmentos de 0,7 mm de espessura e a região do canal 

radicular foi planificada. Por fim, os segmentos obtidos foram cortados para a 

obtenção de blocos de dentina com dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm 

(largura x comprimento x espessura). Todos os cortes foram realizados por um 

disco diamantado em baixa velocidade (Isomet – Buehler, LakeBluff, IL, EUA) 

com irrigação abundante. Os blocos obtidos foram colocados em um tudo de 

ensaio contendo água destilada e levados a uma autoclave para esterilização a 

121ºC por 20 min. 
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Discos de guta-percha foram confeccionados a partir de cones 

convencionais de guta-percha (Dentsply-Maillefer, Petrópolis, RJ, Brasil). Para 

isto, os cones foram imersos em água por 60 segundos no aparelho de 

aquecimento para material de moldagem em prótese (Plastificador de godiva 

Righetto e Cia., Campinas, SP) na temperatura de 70°C, controlada por meio de 

termômetro. Em seguida, o material aquecido foi colocado em anel metálico 

apresentando 10 mm de diâmetro interno e 1,5 mm de espessura e prensado 

entre duas placas de vidro a uma pressão controlada e constante de 0,5 N, 

durante 1 minuto. Os discos foram retirados do anel e o excesso de material foi 

removido com lâmina de bisturi. Foram armazenados a temperatura ambiente (25 

a 30°C) por 24 horas. Os discos foram esterilizados com luz ultravioleta em 

câmara de fluxo laminar por 30 minutos cada um dos lados. 

Os discos hidroxiapatita utilizados neste estudo foram cedidos pelo 

Laboratório de Bioengenharia, Biomateriais e Mineralização Biológica da 

Universidade Federal Fluminense. Os mesmos apresentavam 10 mm de diâmetro 

e 1 mm de espessura e foram esterilizados com luz ultravioleta em câmara de 

fluxo laminar por 30 minutos cada um dos lados. 

A partir de mandíbulas bovinas foram preparados discos com diâmetro 

de 10 mm e espessura de 0,5 mm. A cortical vestibular da mandíbula foi 

perfurada com uma broca trefina de 10 mm (260-801-810) da Bicon Dental 

Implants (Boston, MA, E.U.A.), acoplada a um contra-ângulo montado em um 

micromotor, sob irrigação constante. O cilindro de osso obtido foi cortado em 

fatias com a espessura desejada por um disco diamantado em baixa velocidade 

(Isomet – Buehler, LakeBluff, IL, EUA) com irrigação abundante. Os discos 
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obtidos foram colocados em um tudo de ensaio contendo água destilada e 

levados a uma autoclave para esterilização a 121ºC por 20 min. 

CRESCIMENTO DO BIOFILME 

Os procedimentos microbiológicos e a manipulação dos substratos 

foram realizados em ambiente asséptico, dentro de câmara de fluxo laminar (Veco 

Flow Ltda., Campinas, SP, Brasil), para evitar contaminação das amostras. 

Para a formação do biofilme foi empregada uma cepa padrão de 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Após confirmação da pureza da cepa, 

realizada pela coloração de Gram e morfologia da colônia, o micro-organismo foi 

reativado em 4,0 mL de caldo BHI estéril e mantido em estufa a 37ºC, durante 12 

horas. Após este período a densidade óptica do meio foi medida em 

espectrofotômetro (Modelo 600 Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil) com 

comprimento de onda de 600 nm. A densidade celular foi 3,2 x 107 unidades 

formadoras de colônia por mL (UFC/mL). Em seguida, uma alíquota equivalente a 

1% do volume utilizado para contaminação dos espécimes foi adicionado ao meio 

de cultura estéril e homogeneizado. 

Para todos os substratos, uma das suas faces foi marcada com um 

traço de lápis. Esta face identificada ficou voltada para a superfície da placa, 

enquanto a face não marcada foi utilizada para o desenvolvimento do biofilme. 

Em uma placa de cultura celular de 24 poços foram dispensados 2,0 mL de meio 

BHI puro contendo 1% da suspensão bacteriana, deixando os substratos 

totalmente submersos. As placas foram colocadas em uma jarra de microaerofilia 
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e mantidas em uma incubadora de bancada com agitação orbital (modelo 

Q816M20,Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) a 37ºC 

durante 14 ou 21 dias. Para que não houvesse deficiência de nutrientes para as 

células bacterianas, o meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente 

trocado a cada 48 h, sem a adição de novos micro-organismos. 

VERIFICAÇÃO DO BIOFILME EM MICROSCOPIA CONFOCAL 

Após os períodos de indução, os substratos foram  enxaguados duas 

vezes em solução salina para eliminar o meio de cultura e células não aderidas. 

Os mesmos foram colocados sobre uma lâmina de vidro e corados com 50 μL da 

solução Live/Dead® BacLight Bacterial Viability Kit L7012 (Molecular Probes, Inc., 

Eugene, OR, EUA), gotejada sobre o biofilme. Em seguida, foram incubados com 

o corante em temperatura ambiente por 10 min e, então, levados à microscopia 

confocal.  

O corante Live/Dead® BacLight, que cora em verde as células viáveis 

e em vermelho as células com danos na membrana, foi preparado imediatamente 

antes do seu uso. O mesmo foi mantido em local protegido da luz e do calor 

durante todos os procedimentos. Cada amostra foi processada e analisada 

individualmente. 

Todos os substratos foram observados usando um microscópio 

confocal de varredura a laser (Leica TCS-SPE; Leica Microsystems GmbH, 

Mannheim, Alemanha). Para isso, os substratos foram colocados sobre uma 

lamínula de vidro e a análise foi feita com lente objetiva de 40 X de aumento. 
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Foram utilizados 5 substratos por grupo e em cada um deles foram observados 4 

campos, totalizando 20 campos por grupo em cada período. As imagens foram 

capturadas a cada intervalo de 1,0 μm, no formato de 512 x 512 pixels, usando o 

programa Leica Application Suite-Advanced Fluorescence (LAS AF, Leica 

Microsystems GmbH). Cada imagem obtida representava uma área de 275 x 275 

μm2. 

As imagens foram transferidas para o programa BioImage_L (22).  A 

ferramenta análise de biofilme foi empregada para avaliar os quatro campos de 

cada amostra. Ao final do processo é gerado um arquivo com extensão XLS o 

qual apresenta várias planilhas, sendo duas com os dados de interesse. A 

primeira é denominada biovolume-stack e a segunda substratum. Os resultados 

da cada grupo foram reunidos em uma coluna para fornecer uma média única 

representativa dos 20 campos. A avaliação foi realizada por um examinador cego 

para os grupos. As variáreis estudadas foram biovolume total (μm3), biovolume 

verde (μm3) e percentual de cobertura do substrato (%). O biovolume total 

representa o volume ocupado por todas as células do biofilme. Já o biovolume 

verde indica o volume ocupado apenas pelas células vivas.  

Os resultados obtidos foram analisados inicialmente pelo teste de 

normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Diante dos resultados, optou-se pela 

utilização dos testes não paramétricos Kruskal-Wallis, Dunn e Mann-Whitney. As 

análises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism v. 5.0 for Macintosh 

(GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA), considerando p<0,05 

significativo. 
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RESULTADOS 

A análise dos substratos revelou que houve adesão bacteriana com 

consequente formação de biofilme em todos os grupos. A Figura 1 representa 

imagens dos biofilmes obtidos em dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e 

osso bovino nos períodos de 14 e 21 dias. 

A Figura 2 representa uma reconstrução em 3D do biofilme da Figura 

1A (biofilme em dentina bovina - 14 dias). A imagem foi adquirida com o auxílio do 

programa OsiriX v.3.9.4 (Pixmeo, Genebra, Suíça). Nela é possível observar a 

presença de micro-organismos por toda a extensão do substrato, com grande 

predomínio de bactérias vivas. Em algumas regiões é possível observar um 

grande acúmulo de bactérias formando montanhas ou copas de árvores (setas). 

A média, mediana, valor máximo e valor mínimo das variáveis 

biovolume total (μm3), biovolume verde (μm3) e cobertura do substrato (%) para 

cada grupo estão expressos nas Tabelas 1, 2 e 3. 

Aos 14 dias de indução, o maior biovolume total foi encontrado na 

hidroxiapatita, mas sem diferença significativa para os demais substratos 

(p>0,05). O menor biovolume total foi encontrado na guta-percha, com diferença 

significativa para o osso bovino (p<0,05). Após 21 dias de indução, a 

hidroxiapatita apresentou o maior biovolume total com diferença significativa 

(p<0,05) para a guta-percha que mais uma vez obteve a menor mediana. O teste 

de Mann-Whitney não revelou diferença significativa (p>0,05) entre 14 dias e 21 

dias de indução, independente do substrato. 
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Figura 1. Imagens dos biofilmes formados sobre dentina bovina, guta-percha, 

hidroxiapatita e osso bovino, nos períodos de 14 e 21 dias. Magnificação original de 40x. 

 

 
Figura 2. Reconstrução em 3D da Figura 1A (biofilme de dentina bovina - 14 dias). As 

setas brancas indicam áreas de maior quantidade de bactérias. 
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Tabela 1. Média, mediana, valor mínimo e valor máximo do biovolume total (μm3) de 
acordo com cada substrato e período de indução 

 Dentina Guta-percha Hidroxiapatita Osso bovino 
14 dias         

Mínimo 1,31 x 105  2,08 x 104  1,87 x 104  4,55 x 105  
Máximo 8,95 x 106  1,92 x 106  1,60 x 107  7,13 x 106  
Mediana 5,02 x 105 ABa 3,00 x 105 Aa 1,92 x 106 ABa 1,09 x 106 Ba 
Média 1,25 x 106  5,73 x 105  2,98 x 106  2,06 x 106  
         

21 dias         
Mínimo 2,43 x 104  8,24 x 103  2,85 x 105  1,44 x 105  
Máximo 4,72 x 106  7,52 x 106  1,83 x 107  5,12 x 106  
Mediana 1,16 x 106 ABa 3,09 x 105 Aa 2,29 x 106 Ba 8,31 x 105 ABa 
Média 1,35 x 106  1,50 x 106  3,24 x 106  1,18 x 106  

A, B Valores seguidos por letras maiúsculas diferentes representam diferença estatística 
significativa entre os substratos de acordo com os testes Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). 

a Valores seguidos por letras minúsculas iguais representam igualdade estatística entre 
os períodos de indução de acordo com o teste Mann-Whitney (p>0,05). 

Quando apenas as células vivas foram levadas em consideração, a 

hidroxiapatita apresentou o maior biovolume verde, mas não houve diferença 

significativa entre os substratos no período de 14 dias (p>0,05). Já no período de 

21 dias, houve diferença entre hidroxiapatita e guta-percha (p<0,05). Nenhum dos 

substratos demonstrou diferença estatística entre os períodos de 14 e 21 dias 

(p>0,05). 

O substrato que exibiu o maior percentual de cobertura aos 14 dias foi 

o osso bovino o qual mostrou diferença estatística para a guta-percha (p<0,05) 

que, por sua vez, alcançou o menor valor. Já no período de 21 dias, o maior valor 

foi obtido pela hidroxiapatita, mas não houve diferença significativa para os 

demais grupos (p>0,05). Quando foram comparados os períodos de indução, 

apenas a guta-percha apresentou um aumento significativo do período de 14 dias 

para o de 21 dias (p<0,05). 
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Tabela 2. Média, mediana, valor mínimo e valor máximo do biovolume verde (μm3) de 
acordo com cada substrato e período de indução 

 Dentina Guta-percha Hidroxiapatita Osso bovino 
14 dias     

Mínimo 8,13 x 104  9,30 x 103  1,53 x 104  1,55 x 105  
Máximo 8,51 x 106  1,86 x 106  1,12 x 107  4,60 x 106  
Mediana 4,73 x 105 Aa 2,30 x 105 Aa 1,56 x 106 Aa 6,46 x 105 Aa 
Média 1,14 x 106  4,69 x 105  2,33 x 106  1,40 x 106  
         

21 dias         
Mínimo 1,68 x 104  3,26 x 103  1,45 x 105  4,44 x 104  
Máximo 4,50 x 106  6,97 x 106  1,19 x 107  3,61 x 106  
Mediana 1,06 x 106 ABa 1,97 x 105 Aa 1,56 x 106 Ba 6,02 x 105 ABa 
Média 1,19 x 106  1,24 x 106  2,31 x 106  8,55 x 105  

A, B Valores seguidos por letras maiúsculas diferentes representam diferença estatística 
significativa entre os substratos de acordo com os testes Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). 

a Valores seguidos por letras minúsculas iguais representam igualdade estatística entre 
os períodos de indução de acordo com o teste Mann-Whitney (p>0,05). 

Tabela 3. Média, mediana, valor mínimo e valor máximo do percentual de cobertura do 
substrato (%) de acordo com cada grupo 

 Dentina Guta-percha Hidroxiapatita Osso bovino 
14 dias      

Mínimo 1,81  0,70  0,19  3,93  
Máximo 24,72  36,24  55,05  40,88  
Mediana 5,60 ABa 4,01 Aa 15,95 ABa 19,78 Ba 
Média 8,34  7,28  17,34  20,38  
         

21 dias         
Mínimo 1,00  0,18  1,55  1,50  
Máximo 44,68  51,30  67,16  42,69  
Mediana 7,61 Aa 12,64 Ab 19,49 Aa 11,40 Aa 
Média 12,66  16,63  23,91  15,41  

A, B Valores seguidos por letras maiúsculas diferentes representam diferença estatística 
significativa entre os substratos de acordo com os testes Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). 

a, b Valores seguidos por letras minúsculas diferentes representam diferença estatística 
significativa entre os períodos de indução de acordo com o teste Mann-Whitney (p<0,05). 

DISCUSSÃO 

Estudos que empregam o desenvolvimento de biofilme in vitro utilizam 

os mais diversos tipos de substratos, dentre eles: dentina humana (23, 24), 
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dentina bovina (15), esmalte dentário bovino (25), discos de silicone (26), 

membranas de acetato de celulose (27) e hidroxiapatita (14, 16). Quando são 

utilizados substratos com configuração anatômica mais complexa há a formação 

de biofilme de forma irregular, onde em certas áreas apresenta-se espesso, e em 

outras apenas células bacterianas isoladas são encontradas. 

Os estudos in vitro devem simular as condições encontradas na 

situação in vivo. Para estudos relacionados ao sistema de canais radiculares, o 

substrato ideal é a própria dentina de dentes humanos extraídos. Diante da 

facilidade de obtenção e similaridade de estrutura e composição em relação aos 

dentes humanos, o esmalte e a dentina de dentes bovinos têm sido 

frequentemente utilizados (17, 18, 25). 

No presente estudo, a hidroxiapatita foi escolhida por servir como 

modelo para comparação com os demais materiais devido à sua reconhecida 

capacidade de formar biofilmes espessos, com forma regular e que cobrem a 

maior parte da sua superfície (14, 16, 28). Por outro lado, não foram encontrados 

relatos de indução de biofilme em osso bovino. Contudo, por apresentar 

hidroxiapatita em sua constituição e ser de fácil obtenção, o osso bovino foi 

selecionado como modelo experimental. 

A guta-percha é o material obturador em estado sólido mais usado no 

mundo há décadas e apresenta o óxido de zinco como seu principal componente. 

Por apresentar fraca ou nenhuma atividade antimicrobiana, algumas sustâncias 

como o iodofórmio, a clorexidina e o hidróxido de cálcio foram incorporadas à 

guta-percha (29). No presente estudo foi utilizada a guta-percha convencional 
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sem agentes antimicrobianos e foi possível observar o desenvolvimento de 

biofilme em sua superfície. No período de 14 dias, a guta-percha apresentou o 

menor biovolume total com diferença significativa para o osso bovino. Esse baixo 

valor encontrado pode ter relação com alguma atividade antibacteriana exercida 

pelo óxido de zinco presente na guta-percha, mas insuficiente para evitar a 

adesão microbiana. 

Os substratos avaliados formaram biofilmes com diferenças 

observadas nas três variáveis. A hidroxiapatita apresenta maior biovolume total e 

biovolume verde, em ambos os períodos de indução. De forma contrária, a guta-

percha alcançou valores menores nessas duas variáveis. Houve uma tendência 

de aumento do biovolume total e do biovolume verde para a guta-percha no 

período de 21 dias, porém só houve diferença significativa no percentual de 

cobertura do substrato. Os outros dois substratos analisados - dentina bovina e 

osso bovino - apresentaram, de modo geral, resultados intermediários. 

O desenvolvimento in vitro de biofilmes possibilita a realização de 

estudos sobre atividade antimicrobiana de cimentos endodônticos, soluções 

irrigadoras e medicação intracanal sobre comunidades de micro-organismos, ao 

invés dos testes normalmente realizados com células planctônicas. Nesse 

contexto, a escolha do substrato deve considerar fatores envolvidos no estudo e 

implicações clínicas dos resultados. Deng et al (20) estudaram o feito do substrato 

sobre o pH e a susceptibilidade à clorexidina 0,2% de biofilmes de S. mutans. Os 

autores concluíram que a natureza do substrato afetou não apenas a atividade 

metabólica dos biofilmes, mas também a sua susceptibilidade ao agente 

antimicrobiano. Portenier et al (19) avaliaram a atividade antibacteriana de 
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clorexidina com e sem cetramida e do MTAD® contra duas cepas de E. faecalis, 

na presença ou ausência de dentina ou albumina sérica bovina. A presença de 

dentina, ou de albumina de soro bovino diminuiu consideravelmente a ação 

antibacteriana destas substâncias. Assim, pesquisas que comparam produtos 

empregados no sistema de canais radiculares devem, preferencialmente, utilizar a 

dentina como substrato. 

Um dos fatores relacionados a maior resistência dos biofilmes é o seu 

estágio de desenvolvimento (24). Já foi demonstrado que os biofilmes apresentam 

resistência progressiva aos antibióticos a medida que se tornam maduros com 

resistência máxima na fase clímax de crescimento (30). Do mesmo modo já foi 

demonstrado um aumento da resistência do biofilme ao hipoclorito de sódio com o 

aumento da sua maturação (31). Os estudos utilizam períodos de indução bem 

diversificados. Desta forma, biofilme incubados por curtos períodos podem não 

representar um biofilme maduro. O presente estudo teve como objetivo não 

apenas verificar adesão microbiana e sim caracterizar biofilmes maduros. Desta 

forma, os biofilmes foram induzidos por períodos mais prolongados, como 14 e 21 

dias. Já foi relatado que E. faecalis desenvolve um biofilme pouco estruturado nos 

primeiros dias (32). 

O desenvolvimento de biofilmes também pode ser realizado in situ, isto 

é, diretamente na cavidade oral de pacientes com aparelhos ortodônticos 

removíveis contendo o substrato de interesse (18). Diante de condições 

ambientais bastante favoráveis, os micro-organismos formam um biofilme maduro 

em menor tempo. Por outro lado, nesse modelo de indução, o biofilme formado é 

polimicrobiano, dificultando o estudo de micro-organismo-alvo específico.  
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O desenvolvimento e aderência de biofilme não devem ocorrer pelo 

mesmo mecanismo em diferentes meios. As cepas provavelmente utilizam 

estratégias diferentes e expressam diferentes genes promotores de biofilmes 

dependendo dos recursos ambientais disponíveis. Estruturas de superfície, como 

por exemplo proteínas e outras organelas com propriedades adesivas bem como 

fatores que meramente contribuem para a hidrofobicidade/hidrofilicidade da 

superfície celular, podem ser expressadas muito diferentemente dependendo do 

meio de cultura e influenciar fortemente as propriedades de aderência da cepa 

(7). Já foi demonstrado que as condições ambientais nutritivas também 

apresentam influência no desenvolvimento de biofilme de E. faecalis. O biofilme 

formado com abundância nutricional apresenta morfologia regular, enquanto que 

o biofilme desenvolvido sob privação de nutrientes é irregular e escasso (10). 

Durante os dois períodos de indução no presente estudo, o meio de cultura foi 

trocado a cada 48 horas para fornecer constante fonte de nutrientes e para 

remover células bacterianas mortas. 

Para identificação e caracterização dos biofilmes, várias metodologias 

têm sido aplicadas. A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é bastante 

empregada para localização de micro-organismos no sistema de canais 

radiculares, no interior dos túbulos dentinários, na superfície externa do ápice 

radicular e região periapical (8, 33). No entanto, essa técnica limita-se a avaliar 

apenas a camada superficial de uma estrutura rica e complexa com a dos 

biofilmes. O microscópio confocal tornou-se uma das ferramentas com mais 

recursos nas pesquisas que envolvem o biofilme. Ele emite feixes de luz que se 

difundem através do biofilme, detectando sua estrutura e formando uma 
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sequência de imagens 2D. Toda imagem 2D pode ser sobreposta e fotos em 3D 

são produzidas. Marcadores fluorescentes podem ser adicionados para detectar e 

identificar micro-organismos, assim como podem ser usados para determinar 

aspectos bioquímicos, fisiológicos, físico-químicos do meio ao seu redor e 

diferenciar micro-organismos gram-positivos dos gram-negativos (34). 

Após a aquisição das imagens, torna-se necessária a utilização de 

programas específicos para analisar parâmetros quantitativos da estrutura dos 

biofilmes. O BioImage_L é de fácil utilização, apresenta ferramentas com 

comandos simples e possibilita a obtenção de informações importantes sobre os 

biofilmes, como biovolume total, biovolume verde, biovolume vermelho, espessura 

média e percentual de cobertura do substrato. Pela identificação das tonalidades 

de cor, o programa processa independentemente as subpopulações de cor (verde 

e vermelho) caracterizando a viabilidade das células do biofilme (22). 

A análise da proporção do volume de células viáveis vem sendo 

aplicada em estudos que avaliam a atividade de soluções irrigadoras sobre 

biofilme (14, 28). Ela consiste no cálculo da razão entre o volume das células 

vermelhas (mortas) sobre o volume total de células vermelhas e verdes (vivas). 

Entretanto, por se tratar de uma proporção, resultados semelhantes entre grupos 

podem representar realidades distintas quando o valor absoluto é analisado. No 

presente estudo, os dados absolutos referentes ao volume total e volume das 

células verdes foram usados por representam melhor a quantidade de células 

presentes no biofilme. Diante das inúmeras variáveis que envolvem as diversas 

pesquisas deve-se dar grande importância a seleção das condições 
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experimentais e das comparações de resultados obtidos nos diferentes estudos 

sobre biofilmes (7). 

Uma vez que biofilmes de E. faecalis podem ser formados sobre os 

materiais obturadores como a guta-percha, os resultados desta pesquisa reforçam 

a importância dos procedimentos de limpeza e desinfecção realizados durante o 

preparo biomecânico. O profissional deve lançar mão de todas as ferramentas e 

estratégias disponíveis para propiciar a redução do número de micro-organismos 

remanescentes.  

Considerando a metodologia empregada e os resultados obtidos pode 

ser concluído que: E. faecalis foi capaz de desenvolver biofilme em todos os 

substratos avaliados, tanto no período de 14 dias como no de 21 dias; a 

hidroxiapatita foi o substrato que apresentou os melhores resultados para o 

desenvolvimento de biofilme; o tipo de substrato influenciou nas características 

dos biofilmes de acordo com os parâmetros avaliados. 
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Avaliação da atividade antibiofilme, pH e 

solubilidade de cimentos endodônticos 

RESUMO 

Objetivo: Este estudo avaliou a atividade antibiofilme e antibacteriana contra 

Enterococcus faecalis, pH e solubilidade dos cimentos AH Plus (AHP), Sealer 26 

(S26), Epiphany SE (ESE), Sealapex (SEA), Activ GP (AGP), MTA Fillapex (MTA-

F) e o MTA Sealer (MTA-S). Metodologia: Para todos os testes, amostras dos 

cimentos foram preparadas em matrizes e ficaram armazenadas por 2 ou 7 dias 

até o momento do uso. A atividade antibacteriana foi verificada pelo teste de 

difusão em ágar (TDA) e por uma nova metodologia proposta, o teste de contato 

direto sobre biofilme (TCDB). Para o TCDB os cimentos foram colocados sobre o 

biofilme induzido por 14 dias em dentina bovina e permaneceram em contato por 

5 h, 10 h ou 15 h. No grupo controle o biofilme não foi mantido em contato com 

nenhum cimento. A análise foi realizada a partir da contagem do número de 

unidades formadoras de colônia (UFC/mL) do biofilme remanescente. A 

solubilidade dos cimentos correspondeu ao percentual de perda de massa após 

15 h de imersão em água destilada. O pH dos cimentos foi mensurado nos 

períodos de 5 h, 10 h e 15 h. A análise estatística foi realizada com nível de 

significância de 5%. Resultados: No TDA nenhum cimento apresentou halo de 

inibição contra E. faecalis. No grupo de 2 dias o TCDB mostrou que o SEA e o 
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MTA-F promoveram maior redução bacteriana nos 3 períodos avaliados em 

relação ao grupo controle (p < 0,05). Já no de 7 dias, o SEA foi o cimento mais 

eficaz com maior eliminação nos períodos de 10 h e 15 h. O SEA apresentou os 

maiores valores de pH, tanto nos grupos de 2 dias e 7 dias. Quanto à 

solubilidade, no grupo de 2 dias os maiores valores foram para o MTA-F, MTA-S, 

SEA e AGP (p < 0,05). Já no período de 7 dias, o MTA-S e o MTA-F 

apresentaram maior solubilidade que os demais (p < 0,05). Conclusão: Apenas 

os cimentos SEA e MTA-F reduzem de forma significativa a quantidade de 

bactérias do biofilme, apresentando maior solubilidade. A associação das 

propriedades solubilidade e pH podem estar relacionadas a atuação dos 

cimentos. O teste de contato direto sobre biofilme é um método confiável para 

avaliação  da atividade sobre o biofilme de cimentos endodônticos após presa 

inicial. 

Palavras-chave: atividade antibacteriana, pH, solubilidade, cimentos obturadores. 

INTRODUÇÃO 

Os micro-organismos e seus produtos são os principais fatores 

etiológicos das alterações pulpares e periapicais. A persistência de micro-

organismos nos túbulos dentinários e no cemento apical após o tratamento 

endodôntico tem sido amplamente relatada (Nair et al. 2005, Nair 2006). Ainda, 

micro-organismos podem alcançar o sistema de canais radiculares mesmo 

quando a obturação é bem realizada (Oliveira et al. 2011). Desta forma, o 

emprego de materiais obturadores endodônticos com propriedades 
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antimicrobianas pode contribuir com a eliminação de micro-organismos 

remanescentes e/ou prevenção da recontaminação. 

Vários métodos são utilizados na avaliação da atividade antimicrobiana 

dos cimentos obturadores (Saleh et al. 2004, Kayaoglu et al. 2005, Morgental et 

al. 2011). Dentre eles, o teste de difusão em ágar é o mais comumente aplicado 

(Cobankara et al. 2004, Bodrumlu & Semiz 2006, Nawal et al. 2011). Porém, 

apresenta limitações (Weiss et al. 1996), sendo influenciado pela solubilidade e 

difusão do material no meio (Nawal et al. 2011). Além disso, este método não é 

satisfatório para avaliar materiais insolúveis em água (Eldeniz et al. 2006). 

Micro-organismos organizados em biofilmes apresentam maior 

resistência contra o sistema imunológico do hospedeiro e substâncias como 

antissépticos e antibióticos (Socransky & Haffajee 2002). Em dentes com necrose 

pulpar e lesão periapical, o biofilme pode estar presente não só nas paredes 

dentinárias, mas também na superfície externa apical radicular, em áreas de 

reabsorção cementária e dentinária e sua eliminação representa um desafio para 

o  tratamento endodôntico (Leonardo et al. 2002, Nair 2004). Vários estudos têm 

sido realizados sobre a ação antibiofilme  de diferentes soluções irrigadoras 

(Pappen et al. 2010). Contudo a ação direta de cimentos obturadores sobre essas 

comunidades de micro-organismos é pouco conhecida. 

Enterococcus faecalis é frequentemente isolado em canais radiculares 

de dentes com lesão periapical persistente, apesar de ser raramente encontrado 

em casos de infecção endodôntica primária (Molander et al. 1998, Peciuliene et 

al. 2000, Haapasalo et al. 2003, Rocas et al. 2004). A dificuldade de eliminar tal 
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bactéria dos canais radiculares pode estar relacionada com sua grande 

capacidade de penetração nos túbulos dentinários além da sua maior resistência 

à ação de soluções e medicamentos que os demais micro-organismos presentes 

nas infecções endodônticas (Love 2001, Radcliffe et al. 2004). 

Cimentos endodônticos que contêm hidróxido de cálcio em sua 

composição podem apresentar ação antibacteriana (Slutzky-Goldberg et al. 2008) 

em função de liberação de íons hidroxila e aumento do pH (Leonardo et al. 2000). 

Um pH maior que 9 pode inativar de modo irreversível ou não enzimas 

bacterianas resultando na perda de atividade biológica (Estrela et al. 1995). 

Na busca de um cimento endodôntico com propriedades mais próximas 

das ideais, novos materiais são propostos. O sistema de obturação 

Epiphany/Resilon visa melhor adesão entre os materiais obturadores e as 

paredes dentinárias dos canais radiculares. Na sua segunda geração, o cimento 

denominado Epiphany SE é auto-condicionante (Oliveira et al. 2011). Materiais 

obturadores à base de Mineral Trióxido Agregado (MTA) têm sido desenvolvidos. 

Recentemente no mercado, o MTA Fillapex (Angelus, Londrina/PR, Brasil) 

apresenta na composição resina salicilato, resina diluente, resina natural, óxido de 

bismuto, sílica nanoparticulada, MTA e pigmentos. Um outro cimento à base de 

MTA, o MTA Sealer (MTA-S), está em fase de desenvolvimento, contendo 

cimento Portland, agente radiopacificador, aditivos e veículos, apresentando 

propriedades favoráveis para ser indicado como cimento obturador endodôntico 

(Massi et al. 2011). Porém, pouco se sabe sobre as propriedades antimicrobianas 

desses novos cimentos. 
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O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana pelo 

método de difusão em ágar e por teste de contato direto sobre biofilme, além do 

pH e solubilidade de cimentos endodônticos. 

MATERIAL E MÉTODO 

Para os testes de atividade antibiofilme por contato direto, atividade 

antibacteriana por difusão em ágar, pH e solubilidade foram confeccionados 

discos a partir dos cimentos endodônticos com 7 mm de diâmetro interno e 1 mm 

de espessura. Após a confecção dos espécimes com cimento recém-manipulado, 

eles foram mantidos em estufa a 37 ± 1 °C em umidade por 2 ou 7 dias (período 

pós-manipulação). 

A proporção pó-resina do cimento Sealer 26 foi utilizada conforme 

descrito em um outro estudo (Duarte et al. 2000), ou seja, 2,0g de pó para 1,1g de 

resina. Para o Activ GP foi utilizada a proporção recomendada pelo fabricante. O 

MTA-S foi manipulado na proporção de 5:3 (pó : líquido) em peso de acordo um 

estudo prévio (Massi et al. 2011). Para os demais cimentos, que se apresentam 

na forma de pasta/pasta, foram utilizados comprimentos iguais da pasta base e da 

pasta catalisadora. 

ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME PELO MÉTODO DE CONTATO DIRETO  

Incisivos centrais bovinos com raízes completamente formadas foram 

usados para obtenção do substrato para o desenvolvimento do biofilme. As raízes 
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foram seccionadas longitudinalmente em segmentos de 0,7 mm de espessura e a 

região do canal radicular foi planificada. Foram obtidas secções de blocos de 

dentina com dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x comprimento x 

espessura). Todos os cortes foram realizados em disco diamantado em baixa 

velocidade (Isomet – Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) com irrigação abundante. Os 

blocos colocados em um tudo de ensaio contendo água destilada foram levados a 

autoclave para esterilização a 121ºC por 20 min. 

Os procedimentos microbiológicos e a manipulação dos blocos de 

dentina esterilizados foram realizados em câmara de fluxo laminar (Veco Flow 

Ltda., Campinas, SP, Brasil).Para a formação do biofilme foi empregada uma 

cepa padrão de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Após confirmação da 

pureza da cepa, realizada pela coloração de Gram e morfologia da colônia, o 

micro-organismo foi reativado em 4,0 mL de caldo BHI estéril e mantido em estufa 

a 37ºC, durante 12 horas. Após este período a densidade óptica do meio foi 

medida em espectrofotômetro (Modelo 600 Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil) 

com comprimento de onda de 600 nm. A densidade celular foi de 3,2 x 107 

unidades formadoras de colônia por mL (UFC/mL). Em seguida, uma alíquota 

equivalente a 1% do volume utilizado para contaminação dos espécimes foi 

adicionado ao meio de cultura estéril e homogeneizado. 

Em uma placa de cultura celular de 24 poços foram dispensados 2,0 

mL de meio BHI puro contendo 1% da suspensão bacteriana, deixando os blocos 

de dentina totalmente submersos. As placas foram colocadas em uma incubadora 

de bancada com agitação orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos 

Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de microaerofilia a 37ºC durante 14 dias. 
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Para que não houvesse deficiência de nutrientes para as células bacterianas, o 

meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente trocado a cada 48 h, sem a 

adição de novos micro-organismos. 

Transcorridos os períodos pós-manipulação, cada disco de cimento foi 

removido da matriz e colocado sobre um dos blocos de dentina contendo o 

biofilme formado, lavados previamente em solução salina para remoção de 

bactérias planctônicas. Os conjuntos formados pelos blocos de dentina com os 

discos de cimentos foram colocados em Placas de Petri. Sobre cada conjunto 

foram gotejados 20 µL de solução salina estéril para evitar o ressecamento dos 

mesmos. Os tempos de contato foram de 5 h, 10 h e 15 h e as placas foram 

mantidas em estufa a 37°C. Foram utilizados 4 discos para cada período pós-

manipulação e para cada tempo de contato. Foi incluído um grupo controle onde o 

biofilme não entrou em contato com nenhum cimento, servindo de comparação 

para os resultados. 

Decorridos os períodos de contato, os discos de cimentos foram 

removidos e os blocos de dentina com o biofilme remanescente, inclusive o grupo 

controle, foram individualmente colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de 

solução salina estéril e pérolas de vidro. Os tubos foram agitados em vortex 

(modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 1 min 

para suspensão dos micro-organismos. 

Em seguida, foi realizada a diluição decimal seriada da suspensão de 

E. faecalis obtida. Ao final das diluições, três alíquotas de 20 µL de cada uma das 

suspensões foram distribuídas em placas de Petri contendo o meio de cultura m-
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Enterococcus Ágar (Difco Laboratories-Becton Dickinsonand Company - USA). As 

placas foram incubadas a 37ºC por 48 h. 

A leitura dos resultados de cada placa de cultura resultou da média do 

número de UFC/mL das três áreas de crescimento bacteriano, na diluição onde 

havia em cada área um número de colônias entre 5 e 50.  A partir destas médias 

foi calculado o número de UFC/mL após cada um dos tempos de contato entre os 

discos de cimentos obturadores e o biofilme desenvolvido nos blocos de dentina. 

Os dados foram submetidos à transformação logarítmica e o resultado de cada 

grupo foi calculado a partir da média dos seus quatro espécimes. 

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA PELO MÉTODO DE DIFUSÃO EM ÁGAR 

A avaliação da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de 

difusão em ágar contra Enterococcus faecalis (ATCC 29212). O inóculo foi obtido 

pela semeadura da cepa indicadora em caldo BHI e incubação a 37°C por 12 

horas. 

Os testes foram realizados em triplicata em placas com camada dupla, 

ou seja, com camada base e camada “seed” do meio de cultura. A camada base 

foi obtida com 12 mL de meio de cultura esterilizado e resfriado até cerca de 50°C 

em placas de Petri de 15 x 150 mm esterilizadas. Após solidificação, foram 

adicionados 8 mL de camada “seed”, que foi obtida pela adição de inóculo na 

concentração final de 106  UFC/mL de meio de cultura resfriado até cerca de 

50°C. 
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Após solidificação da camada “seed”, discos de 5 mm de diâmetro dos 

cimentos obturadores foram posicionados a cerca de 15 mm das bordas das 

placas e em pontos equidistantes. Os discos foram preparos como já descrito 

anteriormente e permaneceram em estufa a 37ºC até o momento do uso. Os 

cimentos foram testados após 2 e 7 dias da manipulação. Foi utilizado como 

controle positivo um disco de papel com solução de clorexidina 2%. 

As placas com os discos já posicionados foram mantidas à temperatura 

ambiente por duas horas, para pré-difusão do material, e depois incubadas a 

37ºC por 24 h. Decorrido o período de incubação, foram adicionadas alíquotas de 

5 ml de gel de TTC preparado com ágar (Difco) a 1,0% com 0,05% de cloreto de 

trifenil-tetrazólico (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) para coloração das células 

viáveis e otimização da leitura do halo de inibição. Após a solidificação, as 

amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. 

As imagens das placas bem iluminadas e com fundo na cor azul, 

contrastando com a coloração rósea do crescimento microbiano após o uso do gel 

de TTC foram digitalizadas e o diâmetro dos halos de inibição formados ao redor 

dos discos foram mensurados com o auxílio do programa Image Tool (UTHSCSA 

Image Tool for Windows v. 3.00). O resultado de cada grupo consistiu na média 

de três halos de inibição.  

AVALIAÇÃO DO PH 

Para o teste de pH novamente foram preparos discos dos cimentos 

obturadores de 7 mm de diâmetro, os quais permaneceram em estufa a 37ºC até 
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o momento do uso. Os cimentos foram avaliados após 2 e 7 dias da manipulação. 

A amostra constou de 5 discos de cada material em cada período pós-

manipulação. 

Transcorrido o tempo determinado, os discos foram imersos em frascos 

plásticos contendo 10 ml de água deionizada (DG500UF - Gehaka, Brasil) cujo pH 

foi aferido previamente (6,5). Os frascos foram fechados e mantidos em uma 

estufa a 37ºC. As mensurações de pH foram realizadas após 5 h, 10 h e 15 h da 

imersão dos discos com o pHmetro Digimed (Digimed, Brasil) previamente 

calibrado. Após cada mensuração, que foi feita em triplicata, a média do pH de 

cada grupo em cada período experimental foi calculada. 

SOLUBILIDADE 

Os discos de cimentos obturadores para este teste foram 

confeccionados de modo semelhante ao já descrito. A única mudança consistiu 

na colocação de uma das extremidades de um pedaço de 5 cm de fio dental no 

cimento durante a inserção do material no orifício da matriz. 

Decorridos os períodos pós-manipulação, as amostras foram 

removidas da matriz e após a remoção dos resíduos ou partículas soltas, foram 

colocadas em um dessecador com sílica. Após uma hora, os discos juntamente 

com o fio dental foram pesados em balança de precisão modelo AdventurerTM 

(Ohaus Corp. USA, USA) para a obtenção da massa inicial.  

Realizada essa etapa, cada uma das amostras foi suspensa pelo fio 

dental e colocada no interior de um recipiente plástico contendo 10 mL de água 
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deionizada, tomando-se o cuidado de não permitir qualquer contato entre a 

amostra e a superfície interna do recipiente. As amostras, assim preparadas, 

foram levadas para o interior de uma estufa a 37ºC, permanecendo por 15 h. 

Após esse período, os cimentos foram retirados dos recipientes e 

enxaguados com água destilada e deionizada. O excesso de água foi removido 

com auxílio de papel absorvente. Realizada esta etapa, as amostras foram 

colocadas em um dessecador com sílica por 24 h e, posteriormente, nova 

pesagem foi realizada para obtenção da massa final. A estabilização da massa de 

cada amostra foi constatada após um novo ciclo de 24 h no dessecador com 

sílica. 

Foram utilizados 5 discos de cada cimento para cada um dos dois 

períodos pós-manipulação. A solubilidade dos cimentos correspondeu à perda de 

massa identificada pelo peso de cada amostra, expressa como porcentagem da 

massa original. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPad 

Prism v. 5.0 for Macintosh (GraphPad Software, San Diego, California, EUA), 

considerando p < 0,05 significativo. A escolha do teste mais apropriado para cada 

situação foi baseada: nos resultados do teste de normalidade de Kolmogorov-

Smirnov e de homogeneidade de variâncias de Bartlett; na classificação das 

variáveis do estudo; e no emparelhamento ou não dos dados. 
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Para analisar os resultados do teste de contato direto sobre biofilme 

foram empregados os testes de Kruskal-Wallis e de Dunn, tanto para comparar os 

cimentos ou grupo controle em um mesmo tempo de contato (5 h, 10 h ou 15 h), 

bem como os tempo de contato para cada cimento ou grupo controle. Os 

resultados da atividade antibacteriana pelo teste de difusão em ágar não foram 

avaliados estatisticamente. 

Na avaliação do pH, as comparações entre os cimentos dentro de um 

mesmo período (5 h, 10 h ou 15 h) foram realizadas pelos testes Kruskal-Wallis e 

Dunn. Para as comparações entre os períodos (5 h, 10 h e 15 h) para cada 

cimento foram empregados os testes Friedman e Dunn. 

No teste de solubilidade, a análise estatística foi realizada com os 

testes ANOVA e T2 de Tamhane para comparar os cimentos em cada período. 

Essa análise foi realizada no programa SPSS v. 20 for Macintosh (IBM Corp., 

Armonk, New York, EUA). 

RESULTADOS 

AÇÃO ANTIBIOFILME POR CONTATO DIRETO 

A Figura 1 exibe as médias em logaritmo das UFC/mL após 5h, 10h ou 

15h de contato entre os cimentos que tomaram presa por 2 dias e os biofilmes. 

Na comparação entre os materiais, Sealapex e MTA Fillapex promoveram maior 

redução de E. faecalis que os demais materiais nos 3 períodos avaliados, em 
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relação ao grupo controle (p < 0,05). No tempo de contato de 15 h, o MTA Sealer 

apresentou menor quantidade de UFC/mL do que o grupo controle (p < 0,05). O 

Sealapex e o MTA Fillapex apresentaram diferença entre os períodos, com maior 

redução microbiana para 15 h em relação ao período de 5h (p < 0,05). Em 

nenhum caso houve eliminação do biofilme. 

Figura 1. Média do Log (10) do número de UFC/mL após cada um dos tempos de contato 
para os cimentos com dois dias pós-manipulação. Letras maiúsculas diferentes 

representam diferença estatística significativa (p < 0,05) entre os tempos de contato para 
cada cimento ou grupo controle. Letras minúsculas diferentes representam diferença 

estatística significativa (p < 0,05) entre os cimentos ou grupo controle em cada tempo de 
contato. 

Os resultados obtidos no teste antibiofilme por contato direto no grupo 

que os cimentos tomaram presa por 7 dias estão expressos na Figura 2. No 

período de contato de 5 h não houve diferença significativa entre os grupos (p > 

0,05). Nos períodos de 10 h e 15 h, o cimento Sealapex apresentou menor 

contagem de UFC/mL do que o grupo controle e os cimentos AH Plus e Sealer 26 

(p < 0,05). Para o Sealapex, houve uma redução significativa das UFC/mL entre 

os tempos de contato de 5 h e 15 h (p < 0,05). Para os demais grupos não houve 
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redução significativa das UFC/mL. Em nenhum caso houve eliminação do 

biofilme. 

Figura 2. Média do Log (10) do número de UFC/mL após cada um dos tempos de contato 
para os cimentos com sete dias pós-manipulação. Letras maiúsculas diferentes 

representam diferença estatística significativa (p < 0,05) entre os tempos de contato para 
cada cimento ou grupo controle. Letras minúsculas diferentes representam diferença 

estatística significativa (p < 0,05) entre os cimentos ou grupo controle em cada tempo de 
contato. 

DIFUSÃO EM ÁGAR 

Os resultados das médias dos halos de inibição do teste de difusão em 

ágar estão expressos na Tabela 1. Apenas a clorexidina (grupo controle) formou 

halo contra E. faecalis. 
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Tabela 1. Médias dos halos de inibição nos períodos de 2 e 7 dias. 
Grupo 2 dias 7 dias 
AH Plus 0,0 0,0 
Activ GP 0,0 0,0 
Epiphany SE 0,0 0,0 
Sealer 26 0,0 0,0 
Sealapex 0,0 0,0 
MTA Fillapex 0,0 0,0 
MTA Sealer 0,0 0,0 
Clorexidina 15,0 14,3 
 

PH 

Os valores do pH dos cimentos com dois dias pós-manipulação estão 

representados na Figura 3. Os cimentos Sealapex, MTA Fillapex e MTA Sealer 

apresentaram aumento significativo (p < 0,05) do pH do período 5 h para 15 h. 

Nos três períodos, os maiores valores de pH foram obtidos pelos cimentos 

Sealapex e MTA Sealer, sempre com diferença significativa (p < 0,05) para os 

cimentos Epiphany SE e Activ GP. 

A Figura 4 exibe os valores de pH dos cimentos com 7 dias pós-

manipulação. Os cimentos AH Plus, Sealapex e MTA Sealer apresentaram 

aumento significativo (p < 0,05) do período 5 h para 15 h. Nos três períodos, os 

maiores valores de pH foram obtidos pelos cimentos Sealapex e MTA Fillapex, 

sempre com diferença significativa (p < 0,05) para os cimentos Epiphany SE e 

Activ GP. 
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Figura 3. pH médio em cada período de avaliação para os cimentos com dois dias pós-
manipulação. Letras maiúsculas diferentes representam diferença significativa (p < 0,05) 

entre os períodos para cada cimento. Letras minúsculas diferentes representam diferença 
estatística significativa (p < 0,05) entre os cimentos em cada período. 

 

Figura 4. pH médio em cada período de avaliação para os cimentos com sete dias pós-
manipulação. Letras maiúsculas diferentes representam diferença significativa (p < 0,05) 

entre os períodos para cada cimento. Letras minúsculas diferentes representam diferença 
estatística significativa (p < 0,05) entre os cimentos em cada período. 
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SOLUBILIDADE 

A solubilidade dos cimentos com dois e sete dias pós-manipulação está 

ilustrada na Figura 5. O cimento AH Plus apresentou a menor solubilidade para os 

dois tempos pós-manipulação (p < 0,05). Para os cimentos com 2 dias pós-

manipulação os maiores valores encontrados foram para o MTA Fillapex, MTA 

Sealer, Sealapex e Activ GP (p < 0,05). Já no período de 7 dias, os cimentos MTA 

Sealer e MTA Fillapex apresentaram maior solubilidade que os demais (p < 0,05). 

Figura 5. Solubilidade média para os cimentos com dois dias e sete dias pós-
manipulação. Letras minúsculas diferentes representam diferença estatística significativa 

(p < 0,05) entre os cimentos dentro de um mesmo período pós-manipulação. 

DISCUSSÃO 

No teste de difusão em ágar, nenhum cimento avaliado foi capaz de 

inibir o crescimento de E. faecalis em ambos os períodos. A alta resistência dessa 

bactéria contra cimentos obturadores tem sido relatada para esse mesmo teste 
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(Gomes et al. 2004, Miyagak et al. 2006). Investigações prévias relataram que o 

tempo de presa inicial dos cimentos avaliados é de até 24 h (Resende et al. 2009, 

Garrido et al. 2010, Flores et al. 2011, Massi et al. 2011). Como o teste de difusão 

em ágar depende diretamente da difusão do material no meio, a ação dos 

cimentos pode diminuir pela sua utilização após dois e sete dias da manipulação. 

A vantagem do método de difusão em Agar é a possibilidade de comparação 

direta de cimentos contra os micro-organismos avaliados (Gomes et al. 2004). 

Além disso, é um método satisfatório para avaliar a atividade de cimentos recém-

manipulados (Morgental et al. 2011). Por outro lado, devido suas desvantagens 

previamente relatadas, esta metodologia vem sendo utilizada como complementar 

a outros testes antimicrobianos.  

Na tentativa de superar as limitações do teste de difusão em ágar, o 

teste de contato direto vem sendo aplicado (Weiss et al. 1996, Eldeniz et al. 

2006). Todavia, em ambas metodologias os cimentos são avaliados contra 

bactérias na forma planctônica. Diante da importância dos biofilmes na patologia 

periapical, torna-se importante avaliar se os cimentos obturadores apresentam 

algum efeito sobre essa forma de organização dos micro-organismos. A nova 

metodologia utilizada visa a avaliação da atividade por teste de contato direto 

sobre biofilme. O teste é realizado por contato direto dos cimentos após presa.  

E. faecalis é um micro-organismo anaeróbio facultativo, gram positivo, 

com capacidade de se estabelecer e sobreviver em cultura isolada. Diversos 

estudos têm demonstrado a maior resistência do E. faecalis a agentes 

antibacterianos como soluções irrigadoras e medicação intracanal (Evans et al. 

2002, Radcliffe et al. 2004). A persistência desta bactéria casos de insucesso do  
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tratamento endodôntico demonstra a sua importância na terapêutica endodôntica 

(Evans et al. 2002). Deste modo, a complexa morfologia e fisiologia do biofilme 

aliada a sua maior resistência aos agentes antibacterianos justificam seu uso 

como modelo in vitro para avaliação de atuação de materiais obturadores. 

Um fator envolvido no processo de resistência dessa bactéria é a sua 

capacidade de sobreviver em ambiente altamente alcalino (Evans et al. 2002). 

Quatro dos cimentos avaliados - Sealer 26, Sealapex, MTA Fillapex e MTA Sealer  

proporcionam aumento significativo do pH,  sem contudo eliminar as bactéria do 

biofilme. Apenas os cimentos Sealapex e MTA Fillapex reduziram de forma 

significativa a quantidade de UFC/mL do período de 5 h para o de 15 h.  

No teste de atividade antibiofilme por contato direto, o AH Plus não foi 

capaz de reduzir de forma significativa a quantidade de UFC/mL nos períodos de 

contato avaliados.  A ineficácia do AH Plus frente a esse micro-organismo já foi 

relatada (Gomes et al. 2004, Miyagak et al. 2006). Esse fato pode ser relacionado 

ao pH neutro e baixa solubilidade observados neste estudo para o material. 

Utilizando metodologias diferentes, outros estudos relataram atividade do AH Plus 

contra E. faecalis quando o mesmo foi empregado logo após a manipulação 

(Cobankara et al. 2004, Zhang et al. 2009). 

O sistema de obturação Activ GP consiste em cimento à base de 

ionômero de vidro e cones de guta-percha revestidos por ionômero de vidro. O 

cimento apresenta tempo de presa de 15 min e é pouco radiopaco (Tanomaru-

Filho et al. 2008, Flores et al. 2011). No presente estudo apresentou alta 

solubilidade tanto no período de dois dias quanto no de sete dias -  12,54% e 
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8,26%, respectivamente. Resultado semelhante foi observado (Flores et al. 2011) 

apontando que o cimento ficou acimado valor máximo de 3% recomendado pela 

especificação nº 57 da ANSI/ADA.O Activ GP apresentou pH baixo em todos os 

períodos avaliados. Tem sido demonstrado que os cimentos com ionômero de 

vidro apresentam pH ácido (Cinar et al. 2009). 

O Epiphany SE apresentou valores baixos de pH, sendo pouco solúvel. 

Demonstrou pequena atuação antibiofilme de E. faecalis. A ineficácia do Epiphany 

SE contra E. Faecalis na forma planctônica já foi demonstrada por meio de teste 

de contato direto (Slutzky-Goldberg et al. 2008). 

O Sealer 26 é um cimento endodôntico à base de resina epóxica. A 

presença de hidróxido de cálcio em sua composição possibilita a liberação de 

íons cálcio, além de manter o meio alcalino por longos períodos (Duarte et al. 

2000). No presente estudo, o Sealer 26 apresentou pH elevado no período de 

dois dias e sofreu uma leve redução no período de sete dias. No entanto, essa 

propriedade não foi suficiente para proporcionar ao cimento efeito contra biofilme 

de E. faecalis. 

O cimento MTA-S ainda está em fase de desenvolvimento, sendo 

relatado para o mesmo tempo de presa inicial de 535 min e final de 982 min; pH 

variando entre 7,90 e 9,83; e liberação de íons cálcio maior que o cimento 

Portland, o MTA e o AH Plus (Massi et al. 2011). Em outro estudo, o MTA-S, além 

de outros cimentos avaliados não impediram a infiltração de E. faecalis em 

obturações de canais radiculares realizadas guta-percha pela técnica da 

condensação lateral ativa (Oliveira et al. 2011). No presente estudo, apesar do pH 
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elevado proporcionado pelo MTA-S, ele não foi capaz de reduzir de forma 

significativa a quantidade de bactérias do biofilme. 

Dos sete cimentos avaliados, apenas dois, Sealapex e MTA Fillapex 

apresentaram atividade antibiofilme de E. faecalis. Em outro estudo (Morgental et 

al. 2011), a atividade antibacteriana do MTA Fillapex frente ao E. faecalis foi 

demonstrada pelo teste de difusão em ágar (cimento fresco) e por um método de 

contato direto (cimento sete dias pós-manipulação). O MTA Fillapex fresco 

produziu uma zona de inibição de média 7,32 mm, sem atuação no teste de 

contato direto. Já no presente estudo, o MTA Fillapex mostrou atividade mesmo 

após sete dias da manipulação, sendo utilizado um maior tempo de contato com o 

material. O Sealapex é um cimento endodôntico com reconhecida atividade 

antimicrobiana tanto no período pós manipulação quanto dias após sua presa 

(Zhang et al. 2009). O seu desempenho é atribuído, em parte, a sua capacidade 

de manter o pH do meio adjacente elevado por longos períodos (Duarte et al. 

2000). 

Em nenhum caso o biofilme foi totalmente eliminado. Desta forma, 

podemos considerar como ação secundária do material obturador a capacidade 

de contribuir para a eliminação de uma parte de micro-organismos que possam 

ter sido mantidos após procedimentos técnicos de limpeza e desinfecção. 
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CONCLUSÕES 

Baseado na metodologia empregada observamos que somente os 

cimentos Sealapex e MTA Fillapex reduzem de forma significativa a quantidade 

de bactérias do biofilme, apresentando também solubilidade elevada. Os cimentos 

obturadores avaliados não são capazes de eliminar biofilme de E. faecalis. As 

propriedades solubilidade e pH podem estar relacionadas aos resultados obtidos. 

A atividade antibiofilme por teste de contato direto é um método confiável para 

avaliar a atividade antibiofilme de cimentos endodônticos pós-presa inicial. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O primeiro capítulo desta tese avaliou a indução de biofilme de E. 

faecalis sobre dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino. A 

escolha do substrato é um dos pontos mais importantes no delineamento de 

estudo com desenvolvimento de biofilmes. Características inerentes ao substrato 

afetam não apenas a atividade metabólica dos biofilmes, mas também a sua 

susceptibilidade a agentes antimicrobianos8. No presente estudo, apesar dos 

resultados obtidos apontarem para uma maior quantidade de bactérias nos 

grupos da hidroxiapatita, a dentina pode ser considerada como o substrato padrão 

para os estudos em Endodontia. 

Para melhorar a qualidade dos biofilmes produzidos em dentina, 

modificações na metodologia devem ser avaliadas com o intuito de aumentar a 

quantidade de células bacterianas e o grau de cobertura do substrato. Vários 

modelos experimentais são utilizados para desenvolver biofilme. Assim como em 

outros estudos42, 43, nos dois capítulos desta tese o método consistiu na 

colocação dos substratos individualmente em poços de placas de cultura celular 

contendo meio de cultura juntamente com o(s) micro-organismo(s) de interesse. 

Por não haver circulação contínua do meio de cultura, esse método de indução é 

conhecido como estático. Por outro lado, no método de desenvolvimento de 

biofilme com fluxo dinâmico, o meio de cultura circula continuamente sobre o 

substrato. Isso ocorre devido à utilização de dispositivos denominados de 

biorreatores. Um biorreator simula condições microbiológicas da cavidade oral e 
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permite o estudo da formação de biofilmes em diferentes substratos, bem como 

avaliar estratégias para modular ou influenciar a formação de biofilme de micro-

organismos em culturas simples ou mistas1. Portanto, o uso de biorreatores é um 

ponto a ser considerado em investigações futuras. 

Um importante fator de virulência do E. faecalis é a sua capacidade de 

formar biofilmes. A maioria dos estudos sobre formação de biofilmes utiliza 

monoculturas de E. faecalis. Diante da natureza polimicrobiana das infecções de 

canais radiculares, torna-se importante entender a formação de biofilme de E. 

faecalis na presença de outros micro-organismos. Foi demonstrado 

recentemente9 que o número células viáveis de E. faecalis em um biofilme é 

significativamente maior quando esta bactéria é colocada juntamente com S. 

mutans. Assim, novas pesquisas devem dar mais atenção para o 

desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos. 

A microscopia confocal tornou-se uma ferramenta muito útil como 

complemento para as técnicas microbiológicas, histológicas, microscópicas e 

moleculares bem estabelecidas para a identificação de bactérias viáveis68 e, 

como consequência, vem sendo cada vez mais empregada nos estudos sobre 

biofilme41, 43, 56. Para o melhor aproveitamento de todos os seus recursos, muitos 

cuidados devem ser tomados deste as etapas de preparação e processamentos 

das amostras até o momento da análise das imagens e interpretação dos 

resultados. Durante a confecção dos substratos, uma atenção especial deve ser 

dada para que a superfície fique a mais plana e regular possível. Desníveis na 

superfície impedem a obtenção do foco adequado para a visualização do biofilme. 

Dos substratos utilizados nesta pesquisa, a guta-percha apresentou, em alguns 
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poucos casos, irregularidades que impediram a leitura do campo. Nessas 

situações, a região de leitura foi substituída por outra área. 

Diversos programas estão disponíveis para visualização e análise das 

imagens obtidas em microscopia confocal, tais como: BioImage_L5, Osirix19, 

Daime20, MetaMorph2, Fluoview31, MeVisLab55, Imaris42 e o COMSTAT18. No 

presente estudo o programa escolhido foi o BioImage_L pois é de fácil utilização, 

apresenta ferramentas com comandos simples e possibilita a obtenção de 

informações importantes sobre os biofilmes, como biovolume total, biovolume 

verde, biovolume vermelho e percentual de cobertura do substrato5, 41. Devido à 

grande variedade de programas existentes, estudos adicionais são necessários 

para avaliar se os resultados obtidos por todos eles são semelhantes, para que 

resultados de diferentes pesquisas possam ser ou não comparados. 

Diante das limitações previamente relatadas dos métodos existentes 

até então e, também,  da importância que os biofilmes assumem nas infecções 

endodônticas, o segundo capítulo propôs uma nova metodologia para avaliação 

da atividade antimicrobiana dos cimentos endodônticos, o teste de contato direto 

sobre biofilme. Nenhum dos cimentos avaliados conseguiu eliminar totalmente as 

bactérias. Isso demonstrou, em parte, que a atividade antimicrobiana atribuída a 

alguns materiais obturadores é pouco efetiva no combate aos micro-organismos 

organizados em comunidades. Resultados diferentes poderiam ter sido 

encontrados se essa metodologia permitisse avaliar cimentos recém-espatulados, 

o que não pode ser realizado devido à adesão do cimento ao substrato. Assim, 

apesar das limitações do teste de difusão em ágar, ele ainda é usado30 para 

avaliar a ação de cimentos frescos.  
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A avaliação foi realizada pela contagem no número de UFC/mL do 

biofilme remanescente na dentina após os períodos de contato com os cimentos. 

Foi incluído um grupo controle negativo no qual o biofilme não entrou em contato 

com nenhum cimento, servindo de comparação para os resultados.  

Por se tratar de um novo modelo experimental, modificações podem 

ser realizadas para aperfeiçoar o método. A utilização de outros micro-organismos 

ou até mesmo o emprego de biofilmes polimicrobianos certamente ajudaria a 

melhor compreensão da real capacidade antimicrobiana dos cimentos 

endodônticos. 
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