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- REsuMO -

Faria-Junior NB. Avaliagdo do desenvolvimento de biofiime e da atividade
antibiofilme, pH e solubilidade de cimentos endoddénticos [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

RESUMO

Objetivo: Este estudo avaliou: (experimento 1) a influéncia de diferentes
substratos na formacgéo 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) Biofiimes de E. faecalis foram desenvolvidos sobre dentina
bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino por 14 ou 21 dias. Apos os
periodos de incubacéo, os espécimes (n=5 por substrato por periodo) 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 biolmage L. Os parametros avaliados foram biovolume (um?) da
populacao total e verde (células vivas) e o percentual de cobertura do substrato.
(2) Para o segundo experimento, discos de cada cimento endoddntico foram
preparados e armazenados por 2 ou 7 dias. A atividade antibacteriana foi avaliada
pelo teste de difusdo em agar (TDA) e pelo teste de contato direto sobre biofilme
(TCDB, antibiofiime). No TCDB, biofilmes foram induzidos em blocos de dentina
bovina por 14 dias. Os cimentos foram, entdo, 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 (numero de unidades
formadoras de colénia [UFC]). A solubilidade dos cimentos correspondeu a perda
de massa (%) apds 15 h de imersao em agua destilada. Os valores de pH foram
mensurados nos periodos de 5, 10 e 15 h. A analise estatistica foi realizada por
testes paramétricos e nao paramétricos (p=0,05). Resultados: (1) Houve

formacdo de biofilme em todos os grupos. Ndo houve diferenga 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 populagao
verde, ndo houve diferenca 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 inibicdo. De acordo com o TCDB, dois dias
apos a manipulacdo, Sealapex e MTA Fillapex reduziram de forma significativa o
numero de UFC quando comparados ao controle (p<0,05). Sete dias apo6s a
espatulagdo, o Sealapex reduziu de forma significativa a contagem bacteriana
quando comparado ao controle (p<0,05). O Sealapex alcangou os valores mais
altos de pH, tanto aos 2 quanto aos 7 dias (p<0,05). Dois dias apo6s a
manipulagédo, os cimentos MTA Fillapex, MTA Sealer, Sealapex e Activ GP
mostraram os maiores valores de solubilidade (p<0,05). Enquanto que no periodo
de 7 dias, o MTA Sealer e o MTA Fillapex foram mais soluveis que os demais
cimentos (p<0,05). Conclusao: (1) E. faecalis formou biofilme em todos os
substratos em ambos os periodos de incubagdo; a hidroxiapatita mostrou os
melhores resultados para o desenvolvimento de biofilmes nos dois periodos; (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,

concentracao de ions de hidrogénio; 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
biolmage_L. The parameters evaluated were biovolume (um?) 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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INTRODUGAO

Os micro-organismos e seus produtos s&o os principais fatores
etiologicos da doenga pulpar e periapical®. Desta forma, a remoc¢ao das bactérias
durante o tratamento, a inibigio de um novo crescimento das bactérias
remanescentes e a prevencédo da recolonizacdo bacteriana sao fatores chave
para o sucesso do tratamento endoddntico®” °®. A instrumentacao, a irrigacdo e o
curativo de demora reduzem significativamente a carga microbiana dos canais
radiculares contaminados. No entanto, a completa eliminacdo dos micro-
organismos do sistema de canais radiculares ¢ dificil de ser obtida®. A
persisténcia de micro-organismos nos tubulos dentinarios e no cemento apical
apos tratamento endoddntico tem sido relatada®® *°. Além disso, novos micro-
organismos podem ganhar acesso ao sistema de canais radiculares mesmo

quando a obturagdo é bem realizada®.

O Enterococcus faecalis € a espécie mais frequentemente isolada em
canais radiculares de dentes com lesao periapical persistente, em culturas mistas
ou em monoculturas, apesar de ser menos encontrado em casos de infec¢ao
endodéntica primaria'” 24> %8 A dificuldade de eliminar o E. faecalis dos canais
radiculares pode estar relacionada com sua grande capacidade de penetragao
nos tubulos dentinarios, desenvolvendo o biofilme, além da sua maior resisténcia
a acao de solugdes e medicamentos que os demais micro-organismos presentes
nas infeccdes endoddnticas?” . Por conseguinte, o E. faecalis se tornou o micro-

organismo mais apropriado para realizagdo de testes antimicrobianos in vitro de
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diferentes solug¢des irrigadoras, curativos de demora e cimentos obturadores

utilizados em Endodontia” 4.

A maioria das bactérias cresce na forma de biofilmes que consistem
em uma ou mais comunidades de bactérias aderidas a uma superficie e
envolvidas por uma matriz hidratada de polissacarideos e proteinas®" 2.
Bactérias organizadas em comunidades se comunicam entre si por meio de um
mecanismo denominado quorum sensing, ou percepc¢éo da densidade. Por meio
dele, as bactérias regulam a expressao de conjuntos de genes especializados em

resposta a densidade celular*® °'.

Bactérias tradicionalmente definidas como
seres unicelulares de estrutura celular procarionte podem atuar de maneira
multicelular quando um determinado nivel populacional critico é atingido. A
percepcgao da densidade celular resulta da comunicacéo intercelular mediada pela
secrecdo de sinais moleculares sintetizados pelas células individuais. Estas
moléculas sdo detectadas por receptores especificos o que permite as células
bacterianas “tomarem conhecimento” do tamanho da populagdo por meio da
concentragéo dos sinais. Quando o nivel critico é atingido elas passam a agir em
grupo como um unico organismo multicelular. Este nivel critico caracteriza, como

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

em conjunto®®.

Esse mecanismo de comunicagao 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 fisioldgicas das células bacterianas podem ser alteradas pelo

quorum sensing. A expressdo dos genes para a resisténcia a antibioticos, por
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exemplo, pode promover a protecado de toda a comunidade bacteriana, e estima-
se que a resisténcia do biofilme aos antibiéticos seja de 1000 a 1500 vezes maior
que das bactérias na forma planctdnica®" 2. Alguns estudos tém demonstrado a
maior resisténcia de biofiimes orais a clorexidina, amoxicilina, doxiciclina e

metronidazol quando comparados a bactérias na forma planctonica'’: 24 51 %467,

Os mecanismos a seguir podem explicar a maior resisténcia dos micro-
organismos em biofilmes: 1) a matriz extracelular do biofilme pode restringir
fisicamente a difusdo dos agentes antimicrobianos; 2) a reducao de oxigénio e
nutrientes dentro do biofilme faz com que algumas bactérias entrem em estado
estacionario, no qual elas sdo menos susceptiveis aos agentes dependentes do
crescimento microbiano; 3) uma subpopulagéo bacteriana pode se diferenciar em
um estado fenotipicamente resistente; e 4) alguns organismos do biofilme podem
expressar genes especificos de resisténcia a antimicrobianos que ndo sao

necessarios para a formacao do biofilme™*.

Em dentes com necrose pulpar e nitida lesdo periapical, o biofilme

pode estar presente ndo s6 nas paredes dentinarias do sistema de canais

29, 36, 52

radiculares , mas também na porgdo externa da raiz, aderida a superficie

26, 34

radicular, em areas de reabsor¢cao cementaria e dentinaria , € sua erradicacéo

certamente representa um dos grandes desafios do tratamento endodéntico.

Apbs a obturacdo dos canais radiculares, o material obturador pode
exercer importante papel impedindo o desenvolvimento de micro-organismos

residuais nos tubulos dentinarios e sistema de canais radiculares. Porém, se o
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cimento apresenta alta dissolugdo como resultado do contato com os fluidos

apicais e auséncia de acdo antimicrobiana pode haver formacéo dos biofilmes®.

Além disso, um estudo recente®® 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 ocorréncia de infiltracdo
coronaria a saliva poderia contaminar os materiais obturadores possibilitando a

formacao de biofilme sobre os mesmos.

Para que haja doencga, os micro-organismos devem atingir uma
densidade populacional (carga) que seja capaz de causar dano tecidual. Até que
esse limiar seja alcangado, nenhum sinal clinico ou sintoma da doenga é
revelado. Devido a diversidade dos patdégenos envolvidos na instalacdo e
progressao da patologia endoddéntica, torna-se muito complicado estabelecer o
limite para iniciar a doencga. A viruléncia dos micro-organismos e a defesa do
hospedeiro também sao fatores importantes nesse processo. Os procedimentos
de limpeza, modelagem e desinfec¢cdo durante o tratamento endodéntico podem
nao ser suficientes para reduzir os niveis microbianos abaixo do limiar citado,
levando a persisténcia da doenga. No entanto, a desorganizacao da estrutura do
biofiilme e a reducgéo significativa da carga microbiana promovera a redugéo e
eliminagao dos sinais e sintomas, podendo decretar a cura da doenca®. Desta
forma, a utilizagdo de cimentos obturadores endoddnticos com atividade

antimicrobiana €& considerada benéfica a medida que configura um esforco
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adicional para reduzir o numero de micro-organismos remanescentes e,

consequentemente, erradicar a infecgao®.

Alguns fatores relacionados aos cimentos obturadores podem interferir
na sua atuagdo contra micro-organismos. Ja foi demonstrada' a influéncia de 4
consisténcias de manipulagdo dos cimentos Roth, CRCS e AH26 na atividade
antimicrobiana contra o E. faecalis. De modo geral, quanto menor a consisténcia

maior foi a propriedade antibacteriana.

Cimentos endoddnticos que contém hidroxido de calcio em sua
composi¢cdo parecem ser apropriados para a eliminagdo bacteriana. O efeito
exercido por esses materiais obturadores nos micro-organismos vem da liberagao
de ions hidroxila que causam elevagao do pH. Um pH maior que 9 pode inativar
de modo irreversivel ou ndo enzimas bacterianas resultando em perda de

atividade bioldgica™.

Na tentativa de se encontrar um cimento endoddntico com
propriedades mais proximas das ideais, novos materiais tém sido continuamente
langados comercialmente. O mineral de tribxido agregado (MTA) é um material a
base de cimento Portland e vem sendo amplamente utilizado na Endodontia no
tratamento de perfuragdes radiculares, capeamento pulpar, pulpotomia e em
retrobturagdes. Novos cimentos a base de MTA, como o Endo CPM Sealer e o
Fillapex, tém sido desenvolvidos para o uso como cimento obturador de canais
radiculares apresentando boas propriedades bioIc')gicas16. Um cimento
experimental (MTA-S) contendo cimento Portland, um agente radiopacificador,

aditivos e veiculos apropriados esta 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 Endofill*’. Cento e trinta dentes unirradiculares humanos
extraidos foram instrumentados e, entdo, obturados com guta-percha e um dos
cimentos ou com Resilon e o cimento Epiphany SE. Os dentes foram esterilizados
com Oxido de etileno antes do inicio do experimento de infiltragdo com o E.
faecalis. A infiltragéo foi avaliada diariamente por 16 semanas. Todos os cimentos

permitiram a infiltracdo bacteriana.

O MTA Fillapex € um cimento obturador a base de MTA lancado
recentemente no mercado pela Angelus (Londrina/PR, Brasil). Ele também
apresenta em sua composi¢ao resina salicilato, resina diluente, resina natural,
oxido de bismuto, silica 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 minimo de presa € de 120 minutos. Ja foi
relatado®® que o MTA Fillapex apresenta acao contra E. faecalis apenas antes de

tomar presa.

Muitos estudos vem sendo realizados para avaliar a atividade

antimicrobiana de diversos cimentos obturadores® & '4 23 57. 58,60, 63,89 - cantdo,

pouco se sabe sobre a atividade antimicrobiana do MTA Fillapex e do MTA-S.
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Varios métodos séo utilizados na avaliagao da atividade antimicrobiana

dos cimentos obturadores?" *°. Dentre eles, o teste de difusdo em agar é o mais
: 3, 6, 14, 37, 58 . Lo . ~

comumente aplicado . Porém, as limitagdes desse método sdo bem
conhecidas®®. Um material que se difunde mais faciimente ira, provavelmente,
promover uma maior zona de inibicdo. Assim, além da citotoxicidade direta sobre
o micro-organismo, diferentes taxas de difusdo de diferentes cimentos podem
influenciar os resultados. Os dados obtidos podem nao refletir o verdadeiro

potencial antimicrobiano dos diversos cimentos e agentes desinfetantes.

Na tentativa de superar essas limitagdes, um teste de contato direto
vem sendo aplicado na avaliagdo do efeito antimicrobiano de cimentos

12, 66 Esse método é baseado na

endoddnticos e materiais retrobturadores
mensuragao do efeito do intimo contato entre a bactéria e o material avaliado na
cinética do crescimento microbiano usando uma microplaca em espectrofotometro

com temperatura controlada®.

Empregando o teste do contato direto, Eldeniz et al.’? (2006) avaliaram
a atividade antibacteriana de varios materiais retrobturadores - amalgama,
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 apds a manipulagéo e ap6s 3 dias do preparo. Dez
microlitros da suspensdo bacteriana foram colocados em cada pogo para o
contado direto com cada material por 1 hora a 37°C. O crescimento das bactérias
sobreviventes foi entdo mensurado em espectrofotdbmetro a 620 nm por 15 horas.

Doze pogos 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.®® (2009)
estudaram a efetividade antimicrobiana de 7 cimentos endoddnticos (AH Plus,
ApexitPlus, iRoot SP, Tubli Seal, Sealapex, Epiphany SE e EndoRez) contra o E.
faecalis. A bactéria em suspensao 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 estavel 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
0 numero de bactérias viaveis em 2 minutos e eliminaram todas as bactérias entre
5 e 20 minutos. Apds 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 reprodutivel, além de permitir testar

materiais insoluveis e poder ser utilizado em condi¢des padronizadas.

Apesar do teste de contato direto ser um método mais preciso que o
difusdo em &gar, ele também pode ndo representar exatamente o que acontece
nas situagdes in vivo. Isso acontece devido a possibilidade de encontrarmos as
bactérias organizadas em biofilme dentro do sistema de canais radiculares. Esse
fato configura uma situacdo de maior dificuldade para a eliminagdo dos micro-
organismos. Diante disso, fica a duvida se os resultados obtidos por Zhang et al.®®
(2009), que mostraram a total eliminagcdo 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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importadncia e a necessidade do desenvolvimento de metodologias para a
realizacdo de pesquisas acerca da atividade antimicrobiana de cimentos

endodonticos sobre biofilmes ao invés de micro-organismos na forma planctonica.

Modelos experimentais empregando biofilmes tém sido utilizados para
avaliacdo da atividade antimicrobiana de solucdes irrigadoras. Dunavant et al.'
(2006) utilizaram metodologia in vitro para o crescimento de biofilme de E. faecalis
incubado em um sistema de fluxo celular e posteriormente submerso nas
solugbes a serem avaliadas por 1 ou 5 minutos. Foram avaliados o hipoclorito de
sodio a 1% e 6%, MTAD®, clorexidina a 2%, REDTA e Smear Clear. O efeito de
cada solugédo foi determinado pela contagem da porcentagem de células
bacterianas mortas em relagdo as bactérias viaveis. Nao houve diferenga
estatisticamente significante com relagdo ao tempo de ag¢do das substancias

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

do biofilme e para a avaliagdo da acdo de medicamentos sobre o biofilme.

Os testes antimicrobianos também podem ser realizados sobre
biofilmes mistos. Muller et al.** (2007) cultivaram, em discos esmalte bovino,
biofilmes formados por seis espécies - Actinomyces naeslundii, Veillonella dispar,
Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sobrinous, S. oralis e Candida albicans.
Os mesmos foram tratados com aplicagédo de ozénio, laser de baixa intensidade
(terapia fotodinémica), clorexidina ou hipoclorito de soédio. A analise dos
resultados foi feita ap6s suspenséo das células do biofilme, diluicbes seriadas e
cultura em agar sangue. Apenas o NaOCIl a 5% eliminou completamente os

micro-organismos do biofilme.
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Em um outro estudo®, a avaliagdo da atividade sobre biofilme foi
realizada em microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os biofilmes foram
cultivados sobre fatias de 2 mm de dentina humana. Amostras colhidas de canais
radiculares com polpas necréticas foram utilizadas para a cultura de biofiimes em
ambiente anaeroébio por 12 dias. Apds o contato dos biofilmes com antibiéticos, os
espécimes foram observados em MEV diariamente por oito dias. Nenhum dos

antibidticos avaliados foi eficaz na eliminag&o do biofilme.

Os biofilmes de E. faecalis geralmente sdo avaliados por microscopia
eletrénica de varredura' 3% ®. Porém, esse método ndo fornece informagdes
quantitativas sobre toda a arquitetura estrutural dos biofilmes. Por outro lado, a
microscopia confocal de varredura laser vem sendo cada vez mais empregada

nos Ultimos anos*® %2

por permitir a analise de multiplas secc¢des do biofilme, em
diferentes planos, com facilidade de observacédo e de preparo das amostras. O
emprego de corantes como o Live/Dead e de programas de analise de imagens
vem sendo bastante utilizado e merece destaque, pois possibilita a identificagédo e

a quantificagdo de células viaveis e ndo-viaveis*" 4

A microscopia confocal foi utilizada por Pappen et al.** (2010) quando
investigaram o efeito antimicrobiano do Tetraclean, MTAD e cinco solugbes
irrigadoras experimentais pelos testes de exposicdo direta em culturas
plancténicas e frente ao biofilme. No teste de exposi¢ao direta, uma suspenséao de
E. faecalis foi misturada com uma das solugdes irrigadoras. Apds 30 s, 1 min, 3
min e 10 min um neutralizante foi adicionado e o numero 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 condi¢des de
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anaerobiose sobre discos sintéticos de hidroxiapatita. Os biofilmes foram
expostos as solugdes por 30 s, 1 min e 3 min. As amostras foram observadas em
microscopia confocal apés 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 plancténica e no biofilme multi-espécies.

A indugdo de biofilme vem sendo realizada por diferentes métodos e
sobre diversas superficies ou substratos, dentre eles: dentina humana®* %,
dentina bovina*, esmalte dentario bovino®?, discos de silicone®, membranas de

43 % |sso, de certa forma, denota a

acetato de celulose®* e hidroxiapatita
inexisténcia de um método ideal que reproduza da forma mais fidedigna possivel
as condigdes encontradas in vivo. Além disso, pouco se sabe sobre o

desenvolvimento de biofilmes nos materiais obturadores.

O grande numero de substratos utilizados atualmente, aliado ao
recente interesse sobre o desenvolvimento de biofimes nos materiais
obturadores, justifica a realizacdo de pesquisas adicionais sobre a influéncia do

substrato na qualidade dos biofilmes desenvolvidos in vitro.
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OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

v' Avaliar a formagdo do biofilme de Enterococcus faecalis, bem como a
atividade antibiofiilme, o pH e a solubilidade de cimentos obturadores

endodénticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a indugdo de biofilme de Enterococcus faecalis sobre 4 superficies
- dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino - nos periodos
de 14 e 21 dias;

v' Avaliar a atividade antibacteriana pelos métodos de difusdo em &agar e
contato direto sobre biofiime (antibiofime), o pH e a solubilidade dos
cimentos endodonticos AH Plus, Sealer 26, Epiphany SE, Sealapex, Activ
GP, MTA Fillapex e o MTA-S (cimento endoddntico experimental resinoso

a base de MTA).
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Desenvolvimento de biofilme de Enterococcus

faecalis em diferentes substratos

RESUMO

Introdugdo: O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes
substratos no desenvolvimento de biofime de Enterococcus faecalis.
Metodologia: Placas de cultura celular contendo meio de cultura e E. faecalis
(ATCC 29212) foram utilizadas para desenvolvimento de biofiime em: dentina
bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino. Os substratos foram incubados
a 37°C por 14 ou 21 dias, com troca do meio a cada 48 h. Apds os periodos de
incubacéo os espécimes (n = 5 por grupo e periodo) foram corados pela técnica
Live/Dead e quatro imagens em microscopia confocal foram obtidas de cada
amostra. O software Biolmage_ L foi utilizado para quantificacdo do biovolume
total (um?), biovolume das bactérias vivas/verdes (um?®) e cobertura do substrato
(%). Os resultados obtidos foram analisados por testes n&do paramétricos
(p=0,05). Resultados: Houve formacéo 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). Ndo houve diferenca significativa no
biovolume verde aos 14 dias. Ja no periodo 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 o0 0sso bovino obteve
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o maior percentual (p<0,05). Conclusao: E. faecalis foi capaz de desenvolver
biofilme em todos os substratos e em ambos os periodos; a hidroxiapatita foi o
substrato que apresentou os melhores resultados para o desenvolvimento de
biofiime; o tipo de substrato influenciou nas caracteristicas dos biofiimes de

acordo com os parametros avaliados.

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

confocal.

INTRODUGAO

Os micro-organismos e seus produtos s&o os principais fatores
etiolégicos da doenca pulpar e periapical (1). Enterococcus faecalis € uma
bactéria anaerdbia facultativa gram positiva frequentemente isolada em canais
radiculares de dentes com lesdo periapical persistente, apesar de ser pouco
encontrada em casos de infeccdo endodéntica primaria (2-5). A presencga de E.
faecalis nos insucessos endoddnticos pode acorrer em fungédo de sua persisténcia
a partir de uma infecgéo primaria, ou da recolonizagdo decorrente de selamento

inadequado (6).

A maioria das bactérias resistentes da microbiota endodontica
apresenta capacidade de adesdo a superficies formando comunidades
denominadas biofilmes. A capacidade do micro-organismo formar biofilme
depende da natureza do substrato formado sobre a superficie que representa a

interface onde ocorrem as intera¢gdes microbianas. A formagdo dos biofilmes
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compreende as seguintes etapas: adeséo bacteriana, formagédo de microcolonias
e acumulo ou crescimento do biofilme. A natureza da superficie do material
determina a composi¢ao da pelicula condicionante, a qual por vez influencia a

adesé&o dos micro-organismos (7).

Alguns micro-organismos apresentam reconhecida capacidade de
adesao, colonizagdo e formagao 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
ocorréncia de infiltracdo coronaria a saliva poderia contaminar a guta-percha

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

Dentre os substratos mais usados no desenvolvimento de biofilmes
estdo a hidroxiapatita e a dentina bovina (14-18). Os biofilmes produzidos em
hidroxiapatita apresentam morfologia regular e relativa aderéncia ao substrato
impedindo descolamento durante os procedimento laboratoriais. Contudo, se for
levado em consideracao que fatores inerentes a dentina influenciam na formagéao
e eliminacdo 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 eletrébnica de varredura (10, 12, 13). Porém, esse método néao
fornece informagbes 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 analise de multiplas sec¢des do
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biofilme, em diferentes planos, com facilidade de observagcédo e de preparo das
amostras. O emprego de corantes como o Live/Dead e de programas de analise
de imagens vem sendo bastante utilizado, pois possibilita identificacdo e

quantificacédo de células viaveis e nao-viaveis (14, 18, 21).

Frente ao exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de
diferentes substratos - dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino -

no desenvolvimento de biofilme de E. faecalis em dois periodos de indugao.

MATERIAL E METODO

OBTENGAO 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 raizes completamente
formadas. Inicialmente as suas coroas foram cortadas na regidao da juncéo
cemento-esmalte. Em seguida, o remanescente radicular foi separado
longitudinalmente em segmentos de 0,7 mm de espessura e a regiao do canal
radicular foi planificada. Por fim, os segmentos obtidos foram cortados para a
obtencdo de blocos de dentina com dimensdes 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 irrigagcdo abundante. Os blocos obtidos foram colocados em um tudo de
ensaio contendo agua destilada e levados a uma autoclave para esterilizagéo a

121°C por 20 min.
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Discos de guta-percha foram confeccionados a partir de cones
convencionais de guta-percha (Dentsply-Maillefer, Petrépolis, RJ, Brasil). Para
isto, os cones foram imersos em agua por 60 segundos no aparelho de
aquecimento para material de moldagem em protese (Plastificador de godiva
Righetto e Cia., Campinas, SP) na temperatura de 70°C, controlada por meio de
termémetro. Em seguida, o material aquecido foi colocado em anel metalico
apresentando 10 mm de didmetro interno e 1,5 mm de espessura e prensado
entre duas placas de vidro a uma pressao controlada e constante de 0,5 N,
durante 1 minuto. Os discos foram retirados do anel e o excesso de material foi
removido com lamina de bisturi. Foram armazenados a temperatura ambiente (25
a 30°C) por 24 horas. Os discos foram esterilizados com luz ultravioleta em

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

Os discos hidroxiapatita utilizados neste estudo foram cedidos pelo
Laboratério de Bioengenharia, Biomateriais e Mineralizacdo Biologica da
Universidade Federal Fluminense. Os mesmos apresentavam 10 mm de didmetro
e 1 mm de espessura e foram esterilizados com luz ultravioleta em camara de

fluxo laminar por 30 minutos cada um dos lados.

A partir de mandibulas bovinas foram preparados discos com diametro
de 10 mm e espessura de 0,5 mm. A cortical vestibular da mandibula 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-angulo montado em um
micromotor, sob irrigagdo constante. O cilindro de osso obtido foi cortado em
fatias com a espessura desejada por um disco diamantado em baixa velocidade

(Isomet — Buehler, LakeBIluff, IL, EUA) com irrigacdo abundante. Os discos
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obtidos foram colocados em um tudo de ensaio contendo agua destilada e

levados a uma autoclave para esterilizagao a 121°C por 20 min.

CRESCIMENTO DO BIOFILME

Os procedimentos microbiolégicos e a manipulagdo dos substratos
foram realizados em ambiente asséptico, dentro de camara de fluxo laminar (Veco

Flow Ltda., Campinas, SP, Brasil), para evitar contamina¢do das amostras.

Para a formagdo do biofilme foi empregada uma cepa padrdo de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Ap6s confirmacao da pureza da cepa,
realizada pela coloragédo de Gram e morfologia da col6nia, o micro-organismo foi
reativado em 4,0 mL de caldo BHI estéril e mantido em estufa a 37°C, durante 12
horas. Apds este periodo a densidade Optica do meio foi medida em
espectrofotometro (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil) com
comprimento de onda de 600 nm. A densidade celular foi 3,2 x 10" unidades
formadoras de col6nia por mL (UFC/mL). Em seguida, uma aliquota equivalente a
1% do volume utilizado para contaminagéo dos espécimes foi adicionado ao meio

de cultura estéril e homogeneizado.

Para todos os substratos, uma das suas faces foi marcada com um
traco de lapis. Esta face identificada ficou voltada para a superficie da placa,
enquanto a face ndo marcada foi utilizada para o desenvolvimento do biofilme.
Em uma placa de cultura celular de 24 pocgos foram dispensados 2,0 mL de meio
BHI puro contendo 1% da suspensdo 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 agitacdo orbital (modelo
Q816M20,Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) a 37°C
durante 14 ou 21 dias. Para que ndo houvesse deficiéncia de nutrientes para as
células bacterianas, o meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente

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

VERIFICAGAO DO BIOFILME EM MICROSCOPIA CONFOCAL

Apoés os periodos de indugdo, os substratos foram enxaguados duas
vezes em solucdo salina para eliminar o meio de cultura e células n&o aderidas.
Os mesmos foram colocados sobre uma lamina de vidro e corados com 50 uL da
solucao 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, entdo, levados a microscopia

confocal.

O corante Live/Dead® BacLight, que cora em verde as células viaveis
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 microscopio
confocal de varredura a laser (Leica TCS-SPE; Leica Microsystems GmbH,
Mannheim, Alemanha). Para isso, os substratos foram colocados sobre uma

laminula de vidro e a analise 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 periodo. As imagens foram
capturadas a cada intervalo de 1,0 ym, 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 area de 275 x 275

um?.

As imagens foram transferidas para o programa Biolmage L (22). A
ferramenta analise de biofilme foi empregada para avaliar os quatro campos de
cada amostra. Ao final do processo € gerado um arquivo com extensao XLS o
qual apresenta varias planilhas, sendo duas com os dados de interesse. A
primeira € denominada biovolume-stack e a segunda substratum. Os resultados
da cada grupo foram reunidos em uma coluna para fornecer uma média Unica
representativa dos 20 campos. A avaliacao foi realizada por um examinador cego
para os grupos. As variareis estudadas foram biovolume total (um?®), biovolume
verde (um®) e percentual de cobertura do substrato (%). O biovolume total
representa o volume ocupado por todas as células do biofilme. Ja 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
utilizagéo dos testes ndao paramétricos Kruskal-Wallis, Dunn e Mann-Whitney. As
analises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism v. 5.0 for Macintosh
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA), considerando p<0,05

significativo.
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RESULTADOS

A andlise dos substratos revelou que houve adesdo bacteriana com
consequente formacao de biofilme em todos os grupos. A Figura 1 representa
imagens dos biofilmes obtidos em dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e

0ss0 bovino nos periodos de 14 e 21 dias.

A Figura 2 representa uma reconstrugdo em 3D do biofilme da Figura
1A (biofilme em dentina bovina - 14 dias). A imagem foi adquirida com o auxilio do
programa OsiriX v.3.9.4 (Pixmeo, Genebra, Suiga). Nela &€ possivel observar a
presenca de micro-organismos por toda a extensdo do substrato, com grande
predominio de bactérias vivas. Em algumas regides €& possivel observar um

grande acumulo de bactérias formando montanhas ou copas de arvores (setas).

A média, mediana, valor maximo e valor minimo das variaveis
biovolume total (um®), biovolume verde (um?®) e cobertura do substrato (%) para

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

Aos 14 dias de indug¢do, o maior biovolume total foi encontrado na
hidroxiapatita, mas sem diferenca significativa para os demais substratos
(p>0,05). O menor biovolume total foi encontrado na guta-percha, com diferenca
significativa para o osso bovino (p<0,05). Apdés 21 dias de indugdo, a
hidroxiapatita apresentou o maior biovolume total com diferenca significativa
(p<0,05) para a guta-percha que mais uma vez obteve a menor mediana. O teste
de Mann-Whitney nao revelou diferenga significativa (p>0,05) entre 14 dias e 21

dias de indugéo, independente do substrato.
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Figura 1. Imagens dos biofilmes formados sobre dentina bovina, guta-percha,
hidroxiapatita e osso bovino, nos periodos de 14 e 21 dias. Magnificacdo original de 40x.

Figura 2. Reconstrugdo em 3D da Figura 1A (biofilme de dentina bovina - 14 dias). As
setas brancas indicam areas de maior quantidade de bactérias.
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Tabela 1. Média, mediana, valor minimo e valor maximo do biovolume total (um?) de
acordo com cada substrato e periodo de indugéo

Dentina Guta-percha Hidroxiapatita Osso bovino
14 dias
Minimo 1,31 x 10° 2,08 x 10* 1,87 x 10* 4,55 x 10°
Maximo 8,95 x 10° 1,92 x 10° 1,60 x 107 7,13 x 10°
Mediana 5,02x10°ABa 3,00x10°Aa 1,92x10°ABa 1,09 x 10°Ba
Média 1,25 x 10° 573 x10° 2,98 x 10° 2,06 x 10°
21 dias
Minimo 2,43 x 10* 8,24 x 10° 2,85x10° 1,44 x 10°
Maximo 4,72 x 10° 7,52 x 10° 1,83 x 107 5,12 x 10°
Mediana 1,16x10°ABa 3,09x 10°Aa 2,29x10°Ba 8,31 x 10° ABa
Média 1,35 x 10° 1,50 x 10° 3,24 x 10° 1,18 x 10°

A B Valores seguidos por letras maitisculas diferentes representam diferenca estatistica
significativa entre os substratos de acordo com os testes Kruskal-Wallis € Dunn (p<0,05).
@ Valores seguidos por letras minusculas iguais representam igualdade estatistica entre
os periodos de indug&o de acordo com o teste Mann-Whitney (p>0,05).

Quando apenas as células vivas foram levadas em consideracéo, a
hidroxiapatita apresentou o maior biovolume verde, mas nao houve diferenga
significativa entre os substratos no periodo de 14 dias (p>0,05). Ja no periodo de
21 dias, houve diferenca entre hidroxiapatita e guta-percha (p<0,05). Nenhum dos
substratos demonstrou diferenca estatistica entre os periodos de 14 e 21 dias

(p>0,05).

O substrato que exibiu o maior percentual de cobertura aos 14 dias foi
0 0sso bovino o qual mostrou diferenga estatistica para a guta-percha (p<0,05)
que, por sua vez, alcangou o menor valor. Ja no periodo de 21 dias, o maior valor
foi obtido pela hidroxiapatita, mas nao houve diferenca significativa para os
demais grupos (p>0,05). Quando foram comparados os periodos de inducao,
apenas a guta-percha apresentou um aumento significativo do periodo de 14 dias

para o de 21 dias (p<0,05).
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Tabela 2. Média, mediana, valor minimo e valor maximo do biovolume verde (um®) de
acordo com cada substrato e periodo de indug¢ao

Dentina Guta-percha Hidroxiapatita Osso bovino

14 dias

Minimo 8,13 x 10* 9,30 x 10° 1,53 x 10* 1,55 x 10°

Maximo 8,51 x 10° 1,86 x 10° 1,12 x 107 4,60 x 10°

Mediana 4,73x10°Aa 2,30x10°Aa 1,56 x10°Aa 6,46 x 10° Aa

Média 1,14 x 10° 4,69 x 10° 2,33 x10° 1,40 x 10°
21 dias

Minimo 1,68 x 10* 3,26 x 10° 1,45 x 10° 4.44 x 10*

Maximo 4,50 x 10° 6,97 x 10° 1,19 x 107 3,61 x 10°

Mediana 1,06 x 10°ABa 1,97 x10°Aa 1,56 x10°Ba 6,02 x 10° ABa

Média 1,19 x 10° 1,24 x 10° 2,31 x 10° 8,55 x 10°

A B Valores seguidos por letras maitisculas diferentes representam diferenca estatistica
significativa entre os substratos de acordo com os testes Kruskal-Wallis € Dunn (p<0,05).
@ Valores seguidos por letras minusculas iguais representam igualdade estatistica entre
os periodos de indug&o de acordo com o teste Mann-Whitney (p>0,05).

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

Dentina Guta-percha Hidroxiapatita Osso bovino
14 dias
Minimo 1,81 0,70 0,19 3,93
Maximo 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
Minimo 1,00 0,18 1,55 1,50
Maximo 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 maitsculas diferentes representam diferenca estatistica
significativa entre os substratos de acordo com os testes Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05).
2" valores seguidos por letras minUsculas diferentes representam diferenca estatistica
significativa entre os periodos de indugcéo de acordo com o teste Mann-Whitney (p<0,05).

DISCUSSAO

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 dentario bovino (25), discos de silicone (26),
membranas de acetato de celulose (27) e hidroxiapatita (14, 16). Quando sao
utilizados substratos com configuragdo anatdémica mais complexa ha a formagéao
de biofilme de forma irregular, onde em certas areas apresenta-se espesso, € em

outras apenas células bacterianas isoladas sao encontradas.

Os estudos in vitro devem simular as condigbes encontradas na
situagdo in vivo. Para estudos relacionados ao sistema de canais radiculares, o
substrato ideal é a prépria dentina de dentes humanos extraidos. Diante da
facilidade de obtencéo e similaridade de estrutura e composicédo em relacao aos
dentes humanos, o esmalte e a dentina de dentes bovinos tém sido

frequentemente utilizados (17, 18, 25).

No presente estudo, a hidroxiapatita foi escolhida por servir como
modelo para comparagdo com os demais materiais devido a sua reconhecida
capacidade de formar biofilmes espessos, com forma regular e que cobrem a
maior parte da sua superficie (14, 16, 28). Por outro lado, ndo foram encontrados
relatos de inducdo de biofilme em osso bovino. Contudo, por apresentar
hidroxiapatita em sua constituicdo e ser de facil obtencdo, o osso bovino foi

selecionado como modelo experimental.

A guta-percha é o material obturador em estado sélido mais usado no
mundo ha décadas e apresenta o 6xido de zinco como seu principal componente.
Por apresentar fraca ou nenhuma atividade antimicrobiana, algumas sustancias
como o iodoférmio, a clorexidina e o hidréxido de calcio foram incorporadas a

guta-percha (29). No presente estudo foi utilizada a guta-percha convencional
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sem agentes antimicrobianos e foi possivel observar o desenvolvimento de
biofilme em sua superficie. No periodo de 14 dias, a guta-percha apresentou o
menor biovolume total com diferenca significativa para o osso bovino. Esse baixo
valor encontrado pode ter relacdo com alguma atividade antibacteriana exercida
pelo 6xido de zinco presente na guta-percha, mas insuficiente para evitar a

adesao microbiana.

Os substratos avaliados formaram biofiimes com diferencas
observadas nas trés variaveis. A hidroxiapatita apresenta maior biovolume total e
biovolume verde, em ambos os periodos de indu¢ao. De forma contraria, a guta-
percha alcangou valores menores nessas duas variaveis. Houve uma tendéncia
de aumento do biovolume total e do biovolume verde para a guta-percha no
periodo de 21 dias, porém sé houve diferenca significativa no percentual de
cobertura do substrato. Os outros dois substratos analisados - dentina bovina e

0sso bovino - apresentaram, de modo geral, resultados intermediarios.

O desenvolvimento in vitro de biofilmes possibilita a realizagdo de
estudos sobre atividade antimicrobiana de cimentos endodonticos, solugbes
irrigadoras e medicagao intracanal sobre comunidades de micro-organismos, ao
invés dos testes normalmente realizados com células planctonicas. Nesse
contexto, a escolha do substrato deve considerar fatores envolvidos no estudo e
implicagdes clinicas dos resultados. Deng et al (20) estudaram o feito do substrato
sobre o pH e a susceptibilidade a clorexidina 0,2% de biofilmes de S. mutans. Os
autores concluiram que a natureza do substrato afetou ndo apenas a atividade
metabolica 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 presenga ou auséncia de dentina ou albumina sérica bovina. A presenca de
dentina, ou de albumina de soro bovino diminuiu consideravelmente a acao
antibacteriana destas substancias. Assim, pesquisas que comparam produtos
empregados no sistema de canais radiculares devem, preferencialmente, utilizar a

dentina como substrato.

Um dos fatores relacionados a maior resisténcia dos biofilmes & o seu
estagio de desenvolvimento (24). Ja foi demonstrado que os biofilmes apresentam
resisténcia progressiva aos antibioticos a medida que se tornam maduros com
resisténcia maxima na fase climax de crescimento (30). Do mesmo modo ja foi
demonstrado um aumento da resisténcia do biofilme ao hipoclorito de sédio com o
aumento da sua maturacao (31). Os estudos utilizam periodos de indugdo bem
diversificados. Desta forma, biofilme incubados por curtos periodos podem nao
representar um biofilme maduro. O presente estudo teve como objetivo ndo
apenas verificar adesdo microbiana e sim caracterizar biofilmes maduros. Desta
forma, os biofilmes foram induzidos por periodos mais prolongados, como 14 e 21
dias. Ja 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
€, diretamente na cavidade oral de pacientes com aparelhos ortodonticos
removiveis contendo o substrato de interesse (18). Diante de condi¢bes
ambientais bastante favoraveis, os micro-organismos formam um biofilme maduro
em menor tempo. Por outro lado, nesse modelo de inducao, o biofilme formado &

polimicrobiano, dificultando o estudo de micro-organismo-alvo especifico.
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O desenvolvimento e aderéncia de biofilme ndo 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 disponiveis. Estruturas de superficie, como
por exemplo proteinas e outras organelas com propriedades adesivas bem como
fatores que meramente contribuem para a hidrofobicidade/hidrofilicidade da
superficie celular, podem ser expressadas muito diferentemente dependendo do
meio de cultura e influenciar fortemente as propriedades de aderéncia da cepa
(7). Ja foi demonstrado que as condigbes ambientais nutritivas também
apresentam influéncia no desenvolvimento de biofilme de E. faecalis. O biofilme
formado com abundéncia nutricional apresenta morfologia regular, enquanto que
o biofilme desenvolvido sob privagao de nutrientes é irregular e escasso (10).
Durante os dois periodos de indugéo 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 identificacdo e caracterizagdo dos biofilmes, varias metodologias
tém sido aplicadas. A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é bastante
empregada para localizacdo de micro-organismos no sistema de canais
radiculares, no interior dos tubulos dentinarios, na superficie externa do apice
radicular e regido 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 microscopio 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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sequéncia de imagens 2D. Toda imagem 2D pode ser sobreposta e fotos em 3D
sdo produzidas. Marcadores fluorescentes podem ser adicionados para detectar e
identificar micro-organismos, assim como podem ser usados para determinar
aspectos bioquimicos, fisioldgicos, fisico-quimicos do meio ao seu redor e

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

Apéds a aquisicao das imagens, torna-se necessaria a utilizacdo de
programas especificos para analisar parametros quantitativos da estrutura dos
biofimes. O Biolmage L €é de facil utilizagcdo, apresenta ferramentas com
comandos simples e possibilita a obtencado de informagdes importantes sobre os
biofilmes, como biovolume total, biovolume verde, biovolume vermelho, espessura
média e percentual de cobertura do substrato. Pela identificacdo das tonalidades
de cor, o programa processa independentemente as subpopula¢des de cor (verde

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

A analise da proporcdo do volume de células viaveis vem sendo
aplicada em estudos que avaliam a atividade de solugdes irrigadoras sobre
biofilme (14, 28). Ela consiste no calculo da razdo entre o volume das células
vermelhas (mortas) sobre o volume total de células vermelhas e verdes (vivas).
Entretanto, por se tratar de uma proporcao, 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 inUmeras variaveis que envolvem as diversas

pesquisas deve-se dar grande importadncia a selecdo das condi¢des
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experimentais e das comparagdes 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 reforcam
a importancia dos procedimentos de limpeza e desinfec¢ao realizados durante o
preparo biomecanico. O profissional deve lancar mao de todas as ferramentas e
estratégias disponiveis para propiciar a redugao do numero de micro-organismos

remanescentes.

Considerando a metodologia empregada e os resultados obtidos pode
ser concluido que: E. faecalis foi capaz de desenvolver biofiime em todos os
substratos avaliados, tanto no periodo 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 caracteristicas

dos biofilmes de acordo com os parametros avaliados.
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Avaliacao da atividade antibiofilme, pH e

solubilidade de cimentos endodonticos

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
difusdo em agar (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 ndo foi mantido em contato com
nenhum cimento. A analise foi realizada a partir da contagem do numero de
unidades formadoras de colénia (UFC/mL) do biofiime remanescente. A
solubilidade dos cimentos correspondeu ao percentual de perda de massa apés
15 h de imersdao em agua destilada. O pH dos cimentos foi mensurado nos
periodos de 5 h, 10 h e 15 h. A analise estatistica foi realizada com nivel de
significancia de 5%. Resultados: No TDA nenhum cimento apresentou halo de

inibicdo contra E. faecalis. No grupo de 2 dias o TCDB mostrou que o SEA e o
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MTA-F promoveram maior redugdo bacteriana nos 3 periodos avaliados em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05). Ja no de 7 dias, o SEA foi o cimento mais
eficaz com maior eliminagdo nos periodos de 10 h e 15 h. O SEA apresentou os
maiores valores de pH, tanto nos grupos de 2 dias e 7 dias. Quanto a
solubilidade, no grupo de 2 dias os maiores valores foram para o MTA-F, MTA-S,
SEA e AGP (p < 0,05). Ja no periodo de 7 dias, o MTA-S e o MTA-F
apresentaram maior solubilidade que os demais (p < 0,05). Conclusao: Apenas
os cimentos SEA e MTA-F reduzem de forma significativa a quantidade de
bactérias do biofilme, apresentando maior solubilidade. A associacédo das
propriedades solubilidade e pH podem estar relacionadas a atuagdo dos
cimentos. O teste de contato direto sobre biofiime € um método confiavel para
avaliagdo da atividade sobre o biofiime de cimentos endoddnticos apds presa

inicial.

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

INTRODUCAO

Os micro-organismos e seus produtos s&o os principais fatores
etiologicos das alteracbes pulpares e periapicais. A persisténcia de micro-
organismos nos tubulos dentinarios e no cemento apical apoés o tratamento
endodéntico tem sido amplamente relatada (Nair et al. 2005, Nair 2006). Ainda,
micro-organismos podem alcangar o sistema de canais radiculares mesmo
quando a obturacdo é bem realizada (Oliveira et al. 2011). Desta forma, o

emprego de materiais obturadores endodbénticos com propriedades
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antimicrobianas pode contribuir com a eliminagdo de micro-organismos

remanescentes e/ou prevencgao da recontaminacao.

Varios métodos séo utilizados na avaliagdo da atividade antimicrobiana
dos cimentos obturadores (Saleh et al. 2004, Kayaoglu et al. 2005, Morgental et
al. 2011). Dentre eles, o teste de difusdo em agar € o mais comumente aplicado
(Cobankara et al. 2004, Bodrumlu & Semiz 2006, Nawal et al. 2011). Porém,
apresenta limitagcdes (Weiss et al. 1996), sendo influenciado pela solubilidade e
difusdo do material no meio (Nawal et al. 2011). Além disso, este método néo é

satisfatério para avaliar materiais insoluveis em agua (Eldeniz et al. 2006).

Micro-organismos organizados em biofiimes apresentam maior
resisténcia contra o sistema imunolégico do hospedeiro e substadncias como
antissépticos e antibidticos (Socransky & Haffajee 2002). Em dentes com necrose
pulpar e lesao periapical, o biofiime pode estar presente ndo s6 nas paredes
dentinarias, mas também na superficie externa apical radicular, em areas de
reabsor¢céo cementaria e dentinaria e sua eliminagao representa um desafio para
o tratamento endoddntico (Leonardo et al. 2002, Nair 2004). Varios estudos tém
sido realizados sobre a acgdo antibiofiime de diferentes solugdes irrigadoras
(Pappen et al. 2010). Contudo a acgao direta de cimentos obturadores sobre essas

comunidades de micro-organismos é pouco conhecida.

Enterococcus faecalis é frequentemente isolado em canais radiculares
de dentes com lesado periapical persistente, apesar de ser raramente encontrado
em casos de infecgdo endodéntica primaria (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 penetracao nos tubulos dentinarios além da sua maior resisténcia
a acao de solugdes e medicamentos que os demais micro-organismos presentes

nas infec¢cdes endoddnticas (Love 2001, Radcliffe et al. 2004).

Cimentos endodonticos que contém hidréxido de calcio em sua
composicao podem apresentar acdo antibacteriana (Slutzky-Goldberg et al. 2008)
em funcao de liberacao de ions hidroxila e aumento do pH (Leonardo et al. 2000).
Um pH maior que 9 pode inativar de modo irreversivel ou nao enzimas

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

Na busca de um cimento endoddntico com propriedades mais proximas
das ideais, novos materiais sdo propostos. O sistema de obturagédo
Epiphany/Resilon visa melhor adesdo entre os materiais obturadores e as
paredes dentinarias dos canais radiculares. Na sua segunda gerac&o, o cimento
denominado Epiphany SE é auto-condicionante (Oliveira et al. 2011). Materiais
obturadores a base de Mineral Tribxido Agregado (MTA) tém sido desenvolvidos.
Recentemente no mercado, o MTA Fillapex (Angelus, Londrina/PR, Brasil)
apresenta na composi¢ao resina salicilato, resina diluente, resina natural, 6xido de
bismuto, silica nanoparticulada, MTA e pigmentos. Um outro cimento a base de
MTA, o MTA Sealer (MTA-S), estd em fase de desenvolvimento, contendo
cimento Portland, agente radiopacificador, aditivos e veiculos, apresentando
propriedades favoraveis para ser indicado como cimento obturador endodéntico
(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 difusdo em agar e por teste de contato direto sobre biofilme, além do

pH e solubilidade de cimentos endoddnticos.

MATERIAL E METODO

Para os testes de atividade antibiofilme por contato direto, atividade
antibacteriana por difusdao em agar, pH e solubilidade foram confeccionados
discos a partir dos cimentos endoddénticos com 7 mm de didmetro interno e 1 mm
de espessura. Apos a confecgao dos espécimes com cimento recém-manipulado,
eles foram mantidos em estufa a 37 + 1 °C em umidade por 2 ou 7 dias (periodo

pds-manipulagéo).

A proporcao po-resina do cimento Sealer 26 foi utilizada conforme
descrito em um outro estudo (Duarte et al. 2000), ou seja, 2,0g de pé para 1,1g de
resina. Para o Activ GP foi utilizada a propor¢cao recomendada pelo fabricante. O
MTA-S foi manipulado na proporcéo de 5:3 (p6 : liquido) 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.

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME PELO METODO DE CONTATO DIRETO

Incisivos centrais bovinos com raizes completamente formadas foram

usados para obtencao do substrato para o desenvolvimento do biofilme. As raizes
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foram seccionadas longitudinalmente em segmentos de 0,7 mm de espessura e a
regidao do canal radicular foi planificada. Foram obtidas sec¢bes de blocos de
dentina com dimensdes 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 irrigacdo abundante. Os
blocos colocados em um tudo de ensaio contendo agua destilada foram levados a

autoclave para esterilizagao a 121°C por 20 min.

Os procedimentos microbiolégicos e a manipulagdo dos blocos de
dentina esterilizados foram realizados em camara de fluxo laminar (Veco Flow
Ltda., Campinas, SP, Brasil).Para a formac¢do do biofilme foi empregada uma
cepa padrao de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Ap6s confirmagédo da
pureza da cepa, realizada pela coloragdo de Gram e morfologia da colénia, o
micro-organismo foi reativado em 4,0 mL de caldo BHI estéril e mantido em estufa
a 37°C, durante 12 horas. Ap6s este periodo a densidade Optica do meio foi
medida em espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil)
com comprimento de onda de 600 nm. A densidade celular foi de 3,2 x 107
unidades formadoras de colbénia por mL (UFC/mL). Em seguida, uma aliquota
equivalente a 1% do volume utilizado para contaminagdo dos espécimes foi

adicionado ao meio de cultura estéril e homogeneizado.

Em uma placa de cultura celular de 24 pogos foram dispensados 2,0
mL de meio BHI puro contendo 1% da suspensao bacteriana, deixando os blocos
de dentina totalmente submersos. As placas foram colocadas em uma incubadora
de bancada com agitac&o orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Cientificos

Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de microaerofilia a 37°C durante 14 dias.
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Para que nao houvesse deficiéncia de nutrientes para as células bacterianas, o
meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente trocado a cada 48 h, sem a

adigdo de novos micro-organismos.

Transcorridos os periodos pos-manipulacdo, cada disco de cimento foi
removido da matriz e colocado sobre um dos blocos de dentina contendo o
biofiilme formado, lavados previamente em solugdo salina para remocédo de
bactérias plancténicas. Os conjuntos formados pelos blocos de dentina com os
discos de cimentos foram colocados em Placas de Petri. Sobre cada conjunto
foram gotejados 20 pL de solucao 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 periodo pés-
manipulagéo e para cada tempo de contato. Foi incluido um grupo controle onde o
biofilme ndo entrou em contato com nenhum cimento, servindo de comparagao

para os resultados.

Decorridos os periodos 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
solugcédo salina estéril e pérolas de vidro. Os tubos foram agitados em vortex
(modelo Q220, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 1 min

para suspensao dos micro-organismos.

Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal seriada da suspensao de
E. faecalis obtida. Ao final das diluigbes, trés aliquotas de 20 yL de cada uma das

suspensodes foram distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura m-
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Enterococcus Agar (Difco Laboratories-Becton Dickinsonand Company - USA). As

placas foram incubadas a 37°C por 48 h.

A leitura dos resultados de cada placa de cultura resultou da média do
numero de UFC/mL das trés areas de crescimento bacteriano, na diluicao onde
havia em cada area um numero de coldnias entre 5 e 50. A partir destas médias
foi calculado o numero de UFC/mL apds cada um dos tempos de contato entre os
discos de cimentos obturadores e o biofilme desenvolvido nos blocos de dentina.
Os dados foram submetidos a transformacao logaritmica e o resultado de cada

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

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA PELO METODO DE DIFUSAO EM AGAR

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de
difusdo em agar contra Enterococcus faecalis (ATCC 29212). O inéculo foi obtido
pela semeadura da cepa indicadora em caldo BHI e incubacédo 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. ApoOs solidificagdo, foram
adicionados 8 mL de camada “seed”, que foi obtida pela adigcdo de in6culo na
concentracdo final de 10° UFC/mL de meio de cultura resfriado até cerca de

50°C.
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Apos solidificacdo da camada “seed”, discos de 5 mm de didmetro dos
cimentos obturadores foram posicionados a cerca de 15 mm das bordas das
placas e em pontos equidistantes. Os discos foram preparos como ja descrito
anteriormente e permaneceram em estufa a 37°C até o momento do uso. Os
cimentos foram testados apdés 2 e 7 dias da manipulagdo. Foi utilizado como

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

As placas com os discos ja posicionados foram mantidas a temperatura
ambiente por duas horas, para pré-difusdo do material, e depois incubadas a
37°C por 24 h. Decorrido o periodo de incubacgao, foram adicionadas aliquotas de
5 ml de gel de TTC preparado com agar (Difco) a 1,0% com 0,05% de cloreto de
trifenil-tetrazolico (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) para coloragao das células
viaveis e otimizagdo da leitura do halo de inibicdo. Apds a solidificagdo, 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 coloragao résea do crescimento microbiano ap6s o uso do gel
de TTC foram digitalizadas e o diametro dos halos de inibicdo formados ao redor
dos discos foram mensurados com o auxilio do programa Image Tool (UTHSCSA
Image Tool for Windows v. 3.00). O resultado de cada grupo consistiu ha média

de trés halos de inibig&o.

AVALIAGAO DO PH

Para o teste de pH novamente foram preparos discos dos cimentos

obturadores de 7 mm de didametro, os quais permaneceram em estufa a 37°C até
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o momento do uso. Os cimentos foram avaliados apds 2 e 7 dias da manipulagao.
A amostra constou de 5 discos de cada material em cada periodo pos-

manipulagao.

Transcorrido o tempo determinado, os discos foram imersos em frascos
plasticos contendo 10 ml de agua deionizada (DG500UF - Gehaka, Brasil) cujo pH
foi aferido previamente (6,5). Os frascos foram fechados e mantidos em uma
estufa a 37°C. As mensuragdes de pH foram realizadas ap6s 5 h, 10 h e 15 h da
imersdo dos discos com o pHmetro Digimed (Digimed, Brasil) previamente
calibrado. Apds cada mensuracao, que foi feita em triplicata, a média do pH de

cada grupo em cada periodo experimental foi calculada.

SOLUBILIDADE

Os discos de cimentos obturadores para este teste foram
confeccionados de modo semelhante ao ja descrito. A Unica mudancga consistiu
na colocacao de uma das extremidades de um pedaco de 5 cm de fio dental no

cimento durante a inser¢do do material no orificio da matriz.

Decorridos o0s periodos pés-manipulagcdo, as amostras foram
removidas da matriz e apds a remocao dos residuos ou particulas soltas, foram
colocadas em um dessecador com silica. Apés uma hora, os discos juntamente
com o fio dental foram pesados em balanca de precisdo modelo Adventurer™

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

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

dental e colocada no interior de um recipiente plastico contendo 10 mL de agua
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deionizada, tomando-se o cuidado de n&o permitir qualquer contato entre a
amostra e a superficie interna do recipiente. As amostras, assim preparadas,

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

Apbs esse periodo, os cimentos foram retirados dos recipientes e
enxaguados com agua destilada e deionizada. O excesso de agua foi removido
com auxilio de papel absorvente. Realizada esta etapa, as amostras foram
colocadas em um dessecador com silica por 24 h e, posteriormente, nova
pesagem foi realizada para obtengédo da massa final. A estabilizacdo da massa de
cada amostra foi constatada apdés um novo ciclo de 24 h no dessecador com

silica.

Foram utilizados 5 discos de cada cimento para cada um dos dois
periodos p6s-manipulagéo. A solubilidade dos cimentos correspondeu a perda de
massa identificada pelo peso de cada amostra, expressa como porcentagem da

massa original.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica 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
situacdo foi baseada: nos resultados do teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e de homogeneidade de varidncias de Bartlett; na classificacdo das

variaveis do estudo; e no emparelhamento ou ndo 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 difusdo em agar nao foram

avaliados estatisticamente.

Na avaliagdo do pH, as comparagdes entre os cimentos dentro de um
mesmo periodo (5 h, 10 h ou 15 h) foram realizadas pelos testes Kruskal-Wallis e
Dunn. Para as comparacdes entre os periodos (5 h, 10 h e 15 h) para cada

cimento foram empregados os testes Friedman e Dunn.

No teste de solubilidade, a analise estatistica foi realizada com os
testes ANOVA e T2 de Tamhane para comparar os cimentos em cada periodo.
Essa analise foi realizada no programa SPSS v. 20 for Macintosh (IBM Corp.,

Armonk, New York, EUA).

RESULTADOS

AGAO ANTIBIOFILME POR CONTATO DIRETO

A Figura 1 exibe as médias em logaritmo das UFC/mL ap6s 5h, 10h ou
15h de contato entre os cimentos que tomaram presa por 2 dias e os biofilmes.
Na comparacgdo entre os materiais, Sealapex e MTA Fillapex promoveram maior

reducdo de E. faecalis que os demais materiais nos 3 periodos avaliados, em
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relagéo 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 diferenca entre os periodos, com maior
reducdo microbiana para 15 h em relacdo ao periodo de 5h (p < 0,05). Em

nenhum caso houve eliminag&o do biofilme.

Figura 1. Média do Log (10) do numero de UFC/mL apés cada um dos tempos de contato
para os cimentos com dois dias pés-manipulagcéo. Letras maiusculas diferentes
representam diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os tempos de contato para
cada cimento ou grupo controle. Letras minusculas diferentes representam diferenca
estatistica 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 estdo expressos na Figura 2. No
periodo de contato de 5 h ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p >
0,05). Nos periodos 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 reducéo significativa das UFC/mL entre

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

biofilme.

Figura 2. Média do Log (10) do numero de UFC/mL apés cada um dos tempos de contato
para os cimentos com sete dias pdés-manipulacao. Letras mailsculas diferentes
representam diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os tempos de contato para
cada cimento ou grupo controle. Letras minusculas diferentes representam diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) entre os cimentos ou grupo controle em cada tempo de
contato.

DIFUSAO EM AGAR

Os resultados das médias dos halos de inibicdo do teste de difusdo em
agar estdo expressos na Tabela 1. Apenas a clorexidina (grupo controle) formou

halo contra E. faecalis.
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Tabela 1. Médias dos halos de inibicdo nos periodos 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 pés-manipulacdo estao
representados na Figura 3. Os cimentos Sealapex, MTA Fillapex e MTA Sealer
apresentaram aumento significativo (p < 0,05) do pH do periodo 5 h para 15 h.
Nos trés periodos, os maiores valores de pH foram obtidos pelos cimentos
Sealapex e MTA Sealer, sempre com diferenca 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 pos-
manipulacdo. Os cimentos AH Plus, Sealapex e MTA Sealer apresentaram
aumento significativo (p < 0,05) do periodo 5 h para 15 h. Nos trés periodos, os
maiores valores de pH foram obtidos pelos cimentos Sealapex e MTA Fillapex,
sempre com diferenca significativa (p < 0,05) para os cimentos Epiphany SE e

Activ GP.
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Figura 3. pH médio em cada periodo de avaliagdo para os cimentos com dois dias pés-
manipulacéo. Letras maiusculas diferentes representam diferenca significativa (p < 0,05)
entre os periodos para cada cimento. Letras minusculas diferentes representam diferencga
estatistica significativa (p < 0,05) entre os cimentos em cada periodo.

Figura 4. pH médio em cada periodo de avaliagao para os cimentos com sete dias pos-
manipulagao. Letras maiusculas diferentes representam diferenca significativa (p < 0,05)
entre os periodos para cada cimento. Letras minusculas diferentes representam diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) entre os cimentos em cada periodo.
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SOLUBILIDADE

A solubilidade dos cimentos com dois e sete dias pés-manipulacéo esta
ilustrada na Figura 5. O cimento AH Plus apresentou a menor solubilidade para os
dois tempos pds-manipulagédo (p < 0,05). Para os cimentos com 2 dias pos-
manipulacdo os maiores valores encontrados foram para o MTA Fillapex, MTA
Sealer, Sealapex e Activ GP (p < 0,05). Ja no periodo 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 pos-
manipulacao. Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica significativa
(p < 0,05) entre os cimentos dentro de um mesmo periodo pds-manipulacao.

DISCUSSAO

No teste de difusdo em agar, nenhum cimento avaliado foi capaz de
inibir o crescimento de E. faecalis em ambos os periodos. A alta resisténcia dessa

bactéria contra cimentos obturadores tem sido relatada para esse mesmo teste
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(Gomes et al. 2004, Miyagak et al. 2006). Investigagdes 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 difusédo
em agar depende diretamente da difusdo do material no meio, a agcdo dos
cimentos pode diminuir pela sua utilizagdo ap6s dois e sete dias da manipulacao.
A vantagem do método de difusdo em Agar € a possibilidade de comparacéo
direta de cimentos contra os micro-organismos avaliados (Gomes et al. 2004).
Além disso, € um método satisfatério 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 limitagdes do teste de difusédo em agar, o
teste de contato direto vem sendo aplicado (Weiss et al. 1996, Eldeniz et al.
2006). Todavia, em ambas metodologias os cimentos sdo avaliados contra
bactérias na forma plancténica. Diante da importancia dos biofilmes na patologia
periapical, torna-se importante avaliar se os cimentos obturadores apresentam
algum efeito sobre essa forma de organizagdo dos micro-organismos. A nova
metodologia utilizada visa a avaliagdo da atividade por teste de contato direto

sobre biofilme. O teste € realizado por contato direto dos cimentos apds presa.

E. faecalis € um micro-organismo anaerdbio facultativo, gram positivo,
com capacidade de se estabelecer e sobreviver em cultura isolada. Diversos
estudos tém demonstrado a maior resisténcia do E. faecalis a agentes
antibacterianos como solugdes irrigadoras e medicacao intracanal (Evans et al.

2002, Radcliffe et al. 2004). A persisténcia desta bactéria casos de insucesso do
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tratamento endodéntico demonstra a sua importancia na terapéutica endodontica
(Evans et al. 2002). Deste modo, a complexa morfologia e fisiologia do biofilme
aliada a sua maior resisténcia aos agentes antibacterianos justificam seu uso

como modelo in vitro para avaliagdo de atuagédo de materiais obturadores.

Um fator envolvido no processo de resisténcia dessa bactéria € 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
biofiime. Apenas os cimentos Sealapex e MTA Fillapex reduziram de forma

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

No teste de atividade antibiofilme por contato direto, o AH Plus nao foi
capaz de reduzir de forma significativa a quantidade de UFC/mL nos periodos de
contato avaliados. A ineficacia do AH Plus frente a esse micro-organismo ja 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 ap6s a manipulagao

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

O sistema de obturacdo Activ GP consiste em cimento a base de
ionbmero de vidro e cones de guta-percha revestidos por iondbmero 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 periodo 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 maximo de 3% recomendado pela
especificacdo n° 57 da ANSI/ADA.O Activ GP apresentou pH baixo em todos os
periodos avaliados. Tem sido demonstrado que os cimentos com ionémero de

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

O Epiphany SE apresentou valores baixos de pH, sendo pouco soluvel.
Demonstrou pequena atuacao antibiofiime de E. faecalis. A ineficacia do Epiphany
SE contra E. Faecalis na forma planctonica ja foi demonstrada por meio de teste

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

O Sealer 26 € um cimento endodéntico a base de resina epdxica. A
presenca de hidroxido de calcio em sua composigao possibilita a liberacdo de
ions calcio, além de manter o meio alcalino por longos periodos (Duarte et al.
2000). No presente estudo, o Sealer 26 apresentou pH elevado no periodo de
dois dias e sofreu uma leve reducao no periodo de sete dias. No entanto, essa
propriedade nao foi suficiente para proporcionar ao cimento efeito contra biofilme

de E. faecalis.

O cimento MTA-S ainda estda 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 liberacdo de ions calcio 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 ndo impediram a infiltragdo de E. faecalis em
obturagbes de canais radiculares realizadas guta-percha pela técnica da

condensacao lateral ativa (Oliveira et al. 2011). No presente estudo, apesar do pH
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elevado proporcionado pelo MTA-S, ele nado 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 difusdo em agar (cimento fresco) e por um método de
contato direto (cimento sete dias pds-manipulagdo). O MTA Fillapex fresco
produziu uma zona de inibicdo de média 7,32 mm, sem atuagcédo no teste de
contato direto. Ja no presente estudo, o MTA Fillapex mostrou atividade mesmo
apos sete dias da manipulagéo, sendo utilizado um maior tempo de contato com o
material. O Sealapex € um cimento endoddéntico com reconhecida atividade
antimicrobiana tanto no periodo p6s manipulagédo quanto dias apOs sua presa
(Zhang et al. 2009). O seu desempenho ¢é atribuido, em parte, a sua capacidade
de manter o pH do meio adjacente elevado por longos periodos (Duarte et al.

2000).

Em nenhum caso o biofilme foi totalmente eliminado. Desta forma,
podemos considerar como agdo secundaria do material obturador a capacidade
de contribuir para a eliminacdo de uma parte de micro-organismos que possam

ter sido mantidos apds procedimentos técnicos de limpeza e desinfecgéo.
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CONCLUSOES

Baseado na metodologia empregada observamos que somente o0s
cimentos Sealapex e MTA Fillapex reduzem de forma significativa a quantidade
de bactérias do biofilme, apresentando também solubilidade elevada. Os cimentos
obturadores avaliados ndo sao 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 € um método confiavel para

avaliar a atividade antibiofilme de cimentos endoddnticos pds-presa inicial.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O primeiro capitulo desta tese avaliou a indugcéo de biofiime de E.
faecalis sobre dentina bovina, guta-percha, hidroxiapatita e osso bovino. A
escolha do substrato € um dos pontos mais importantes no delineamento de
estudo com desenvolvimento de biofilmes. Caracteristicas inerentes ao substrato
afetam ndo apenas a atividade metabdlica dos biofiimes, mas também a sua
susceptibilidade a agentes antimicrobianos®. 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 padrao

para os estudos em Endodontia.

Para melhorar a qualidade dos biofilmes produzidos em dentina,
modificagcdes na metodologia devem ser avaliadas com o intuito de aumentar a
quantidade de células bacterianas e o grau de cobertura do substrato. Varios
modelos experimentais sao utilizados para desenvolver biofilme. Assim como em

outros estudos** #

, nhos dois capitulos desta tese o método consistiu na
colocagao dos substratos individualmente em pocgos de placas de cultura celular
contendo meio de cultura juntamente com o(s) micro-organismo(s) de interesse.
Por néo haver circulagdo continua do meio de cultura, esse método de indugéo é
conhecido como estatico. Por outro lado, no método de desenvolvimento de
biofilme com fluxo dindmico, o meio de cultura circula continuamente sobre o

substrato. Isso ocorre devido a utilizagcdo de dispositivos denominados de

biorreatores. Um biorreator simula condigdes microbiolégicas da cavidade oral e
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permite o estudo da formacgéo de biofilmes em diferentes substratos, bem como
avaliar estratégias para modular ou influenciar a formagéao de biofilme de micro-
organismos em culturas simples ou mistas’. Portanto, o uso de biorreatores é um

ponto a ser considerado em investigagdes futuras.

Um importante fator de viruléncia do E. faecalis é a sua capacidade de
formar biofilmes. A maioria dos estudos sobre formagdo de biofilmes utiliza
monoculturas de E. faecalis. Diante da natureza polimicrobiana das infec¢des de
canais radiculares, torna-se importante entender a formacéo de biofiime de E.
faecalis na presenga de outros micro-organismos. Foi demonstrado
recentemente® que o numero células viaveis de E. faecalis em um biofilme é
significativamente maior quando esta bactéria é colocada juntamente com S.
mutans. Assim, novas pesquisas devem dar mais atencdo para o

desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos.

A microscopia confocal tornou-se uma ferramenta muito util como
complemento para as técnicas microbiolégicas, histolégicas, microscopicas e
moleculares bem estabelecidas para a identificacdo de bactérias viaveis®® e,
como consequéncia, vem sendo cada vez mais empregada nos estudos sobre
biofilme*" ***°. Para o melhor aproveitamento de todos os seus recursos, muitos
cuidados devem ser tomados deste as etapas de preparagdo e processamentos
das amostras até o momento da andlise das imagens e interpretacdo dos
resultados. Durante a confec¢cdo dos substratos, uma atencéo especial deve ser
dada para que a superficie fique a mais plana e regular possivel. Desniveis na
superficie impedem a obtencéo do foco adequado para a visualizagao 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

situacdes, a regiao de leitura foi substituida por outra area.

Diversos programas estao disponiveis para visualizagdo e analise das
imagens obtidas em microscopia confocal, tais como: Biolmage L° Osirix'®,
Daime®, MetaMorph?, Fluoview®!, MeVisLab>®, Imaris*> e o COMSTAT'™. No
presente estudo o programa escolhido foi o Biolmage_L pois é de facil utilizagéo,
apresenta ferramentas com comandos simples e possibilita a obtencdo de
informagdes importantes sobre os biofilmes, como biovolume total, biovolume

54 Devido a

verde, biovolume vermelho e percentual de cobertura do substrato
grande variedade de programas existentes, estudos adicionais sao necessarios
para avaliar se os resultados obtidos por todos eles sdao semelhantes, para que

resultados de diferentes pesquisas possam ser ou nao comparados.

Diante das limitagdes previamente relatadas dos métodos existentes
até entdo e, também, da importancia que os biofiimes assumem nas infecgcbes
endodénticas, o segundo capitulo propés uma nova metodologia para avaliagao
da atividade antimicrobiana dos cimentos endodonticos, o teste de contato direto
sobre biofilme. Nenhum dos cimentos avaliados conseguiu eliminar totalmente as
bactérias. Isso demonstrou, em parte, que a atividade antimicrobiana atribuida 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,
0 que nao pode ser realizado devido a adesdo do cimento ao substrato. Assim,
apesar das limitacdes do teste de difusdo em &gar, ele ainda é usado® para

avaliar a agao de cimentos frescos.



- CONSIDERAGOES FINAIS - 92

A avaliagéo foi realizada pela contagem no numero de UFC/mL do
biofilme remanescente na dentina apds os periodos de contato com os cimentos.
Foi incluido um grupo controle negativo no qual o biofilme ndo entrou em contato

com nenhum cimento, servindo de comparagao para os resultados.

Por se tratar de um novo modelo experimental, modificacbes podem
ser realizadas para aperfeigoar o método. A utilizagdo de outros micro-organismos
ou até mesmo o emprego de biofilmes polimicrobianos certamente ajudaria a
melhor compreensdo da real capacidade antimicrobiana dos cimentos

endodénticos.



REFERENCIAS



- REFERENCIAS -

REFERENCIAS'

1. Al-Ahmad A, Muller N, Wiedmann-Al-Ahmad M, Sava |, Hubner J, Follo M, et al.
Endodontic and salivary isolates of Enterococcus faecalis integrate into biofilm

from human salivary bacteria cultivated in vitro. J Endod. 2009; 35: 986-91.

2. AIl-Ahmad A, Wunder A, Auschill TM, Follo M, Braun G, Hellwig E, et al. The in
vivo dynamics of Streptococcus spp., Actinomyces naeslundii, Fusobacterium
nucleatum and Veillonella spp. in dental plaque biofilm as analysed by five-colour
multiplex fluorescence in situ hybridization. J Med Microbiol. 2007; 56: 681-7.

3. Bodrumlu E, Semiz M. Antibacterial activity of a new endodontic sealer against

Enterococcus faecalis. J Can Dent Assoc. 2006; 72: 637a-c.

4. Brandle N, Zehnder M, Weiger R, Waltimo T. Impact of growth conditions on
susceptibility of five microbial species to alkaline stress. J Endod. 2008; 34: 579-
82.

5. Chavez de Paz LE. Image analysis software based on color segmentation for
characterization of viability and physiological activity of biofilms. Appl Environ
Microbiol. 2009; 75: 1734-9.

6. Cobankara FK, Altinoz HC, Ergani O, Kav K, Belli S. In vitro antibacterial
activities of root-canal sealers by using two different methods. J Endod. 2004; 30:
57-60.

7. Dahlen G, Samuelsson W, Molander A, Reit C. Identification and antimicrobial
susceptibility of enterococci isolated from the root canal. Oral Microbiol Immunol.
2000; 15: 309-12.

8. Deng DM, Buijs MJ, ten Cate JM. The effects of substratum on the pH response
of Streptococcus mutans biofilms and on the susceptibility to 0.2% chlorhexidine.
Eur J Oral Sci. 2004; 112: 42-7.

! De acordo com o estilo Vancouver. Disponivel em: http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.htmi



- REFERENCIAS - 95

9. Deng DM, Hoogenkamp MA, Exterkate RA, Jiang LM, van der Sluis LW, Ten
Cate JM, et al. Influence of Streptococcus mutans on Enterococcus faecalis
biofilm formation. J Endod. 2009; 35: 1249-52.

10. Dunavant TR, Regan JD, Glickman GN, Solomon ES, Honeyman AL.
Comparative evaluation of endodontic irrigants against Enterococcus faecalis
biofilms. J Endod. 2006; 32: 527-31.

11. El-Azizi M. Enhancement of the in vitro activity of amphotericin B against the
biofiims of non-albicans Candida spp. by rifampicin and doxycycline. J Med
Microbiol. 2007; 56: 645-9.

12. Eldeniz AU, Hadimli HH, Ataoglu H, Orstavik D. Antibacterial effect of selected
root-end filling materials. J Endod. 2006; 32: 345-9.

13. Estrela C, Sydney GB, Bammann LL, Felippe Junior O. Mechanism of action
of calcium and hydroxyl ions of calcium hydroxide on tissue and bacteria. Braz
Dent J. 1995; 6: 85-90.

14. Fuss Z, Charniaque O, Pilo R, Weiss E. Effect of various mixing ratios on
antibacterial properties and hardness of endodontic sealers. J Endod. 2000; 26:
519-22.

15. George S, Basrani B, Kishen A. Possibilities of gutta-percha-centered infection
in endodontically treated teeth: an in vitro study. J Endod. 2010; 36: 1241-4.

16. Gomes-Filho JE, Watanabe S, Bernabe PF, de Moraes Costa MT. A mineral
trioxide aggregate sealer stimulated mineralization. J Endod. 2009; 35: 256-60.

17. Haapasalo M, Udnaes T, Endal U. Persistent, recurrent and acquired infection

of the root canal system post-treatment. Endod Topics. 2003; 6: 29-56.

18. Herzberg M, Dosoretz CG, Kuhn J, Klein S, Green M. Visualization of active
biomass distribution in a BGAC fluidized bed reactor using GFP tagged
Pseudomonas putida F1. Water Res. 2006; 40: 2704-12.



- REFERENCIAS - 96

19. Hidalgo G, Burns A, Herz E, Hay AG, Houston PL, Wiesner U, et al. Functional
tomographic fluorescence imaging of pH microenvironments in microbial biofilms

by use of silica nanoparticle sensors. Appl Environ Microbiol. 2009; 75: 7426-35.

20. Kara D, Luppens SB, van Marle J, Ozok R, ten Cate JM. Microstructural
differences between single-species and dual-species biofilms of Streptococcus
mutans and Veillonella parvula, before and after exposure to chlorhexidine. FEMS
Microbiol Lett. 2007; 271: 90-7.

21. Kayaoglu G, Erten H, Alacam T, Orstavik D. Short-term antibacterial activity of
root canal sealers towards Enterococcus faecalis. Int Endod J. 2005; 38: 483-8.

22. Kishen A, George S, Kumar R. Enterococcus faecalis-mediated biomineralized
biofilm formation on root canal dentine in vitro. J Biomed Mater Res A. 2006; 77:
406-15.

23. Lai CC, Huang FM, Yang HW, Chan Y, Huang MS, Chou MY, et al.
Antimicrobial activity of four root canal sealers against endodontic pathogens. Clin
Oral Investig. 2001; 5: 236-9.

24. Larsen T. Susceptibility of Porphyromonas gingivalis in biofilms to amoxicillin,

doxycycline and metronidazole. Oral Microbiol Immunol. 2002; 17: 267-71.

25. Larsen T, Fiehn NE. Development of a flow method for susceptibility testing of
oral biofilms in vitro. APMIS. 1995; 103: 339-44.

26. Leonardo MR, Rossi MA, Silva LA, Ito IY, Bonifacio KC. EM evaluation of
bacterial biofilm and microorganisms on the apical external root surface of human
teeth. J Endod. 2002; 28: 815-8.

27. Love RM. Enterococcus faecalis--a mechanism for its role in endodontic
failure. Int Endod J. 2001; 34: 399-405.

28. Molander A, Reit C, Dahlen G, Kvist T. Microbiological status of root-filled
teeth with apical periodontitis. Int Endod J. 1998; 31: 1-7.



- REFERENCIAS - 97

29. Molven O, Olsen |, Kerekes K. Scanning electron microscopy of bacteria in the
apical part of root canals in permanent teeth with periapical lesions. Endod Dent
Traumatol. 1991; 7: 226-9.

30. Morgental RD, Vier-Pelisser FV, Oliveira SD, Antunes FC, Cogo DM, Kopper
PM. Antibacterial activity of two MTA-based root canal sealers. Int Endod J. 2011;
44: 1128-33.

31. Motegi M, Takagi Y, Yonezawa H, Hanada N, Terajima J, Watanabe H, et al.
Assessment of genes associated with Streptococcus mutans biofilm morphology.
Appl Environ Microbiol. 2006; 72: 6277-87.

32. Muller P, Guggenheim B, Schmidlin PR. Efficacy of gasiform ozone and
photodynamic therapy on a multispecies oral biofilm in vitro. Eur J Oral Sci. 2007;
115: 77-80.

33. Nair PN. On the causes of persistent apical periodontitis: a review. Int Endod
J. 2006; 39: 249-81.

34. Nair PN. Pathogenesis of apical periodontitis and the causes of endodontic
failures. Crit Rev Oral Biol Med. 2004; 15: 348-81.

35. Nair PN, Henry S, Cano V, Vera J. Microbial status of apical root canal system
of human mandibular first molars with primary apical periodontitis after "one-visit"
endodontic treatment. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2005;
99: 231-52.

36. Nair PNR. Light and electron microscopic studies of root canal flora and
periapical lesions. J Endod. 1987; 13: 29-39.

37. Nawal RR, Parande M, Sehgal R, Naik A, Rao NR. A comparative evaluation
of antimicrobial efficacy and flow properties for Epiphany, Guttaflow and AH-Plus
sealer. Int Endod J. 2011; 44: 307-13.

38. Noiri Y, Ehara A, Kawahara T, Takemura N, Ebisu S. Participation of bacterial
biofilms in refractory and chronic periapical periodontitis. J Endod. 2002; 28: 679-
83.



- REFERENCIAS - o8

39. Norrington DW, Ruby J, Beck P, Eleazer PD. Observations of biofilm growth
on human dentin and potential destruction after exposure to antibiotics. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2008; 105: 526-9.

40. Oliveira AC, Tanomaru JM, Faria-Junior N, Tanomaru-Filho M. Bacterial
leakage in root canals filled with conventional and MTA-based sealers. Int Endod
J. 2011; 44: 370-5.

41. Ordinola-Zapata R, Bramante CM, Cavenago B, Graeff MS, Gomes de Moraes
I, Marciano M, et al. Antimicrobial effect of endodontic solutions used as final
irrigants on a dentine biofilm model. Int Endod J. 2012; 45: 162-8.

42. Pappen FG. Efeito antibacteriano in vitro das solu¢des Tetraclean®, MTAD® e
modificacdes: teste de contato direto e agéo sobre o biofilme [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

43. Pappen FG, Shen Y, Qian W, Leonardo MR, Giardino L, Haapasalo M. In vitro
antibacterial action of Tetraclean, MTAD and five experimental irrigation solutions.
Int Endod J. 2010; 43: 528-35.

44. Patel R. Biofilms and antimicrobial resistance. Clin Orthop Relat Res. 2005:
41-7.

45. Peciuliene V, Balciuniene |, Eriksen HM, Haapasalo M. Isolation of
Enterococcus faecalis in previously root-filled canals in a Lithuanian population. J
Endod. 2000; 26: 593-5.

46. Portenier |, Waltimo T, Orstavik D, Haapasalo M. The susceptibility of starved,
stationary phase, and growing cells of Enterococcus faecalis to endodontic
medicaments. J Endod. 2005; 31: 380-6.

47. Radcliffe CE, Potouridou L, Qureshi R, Habahbeh N, Qualtrough A,
Worthington H, et al. Antimicrobial activity of varying concentrations of sodium
hypochlorite on the endodontic microorganisms Actinomyces israelii, A. naeslundii,
Candida albicans and Enterococcus faecalis. Int Endod J. 2004; 37: 438-46.



- REFERENCIAS - [=]=]

48. Rocas IN, Jung IY, Lee CY, Siqueira JF, Jr. Polymerase chain reaction
identification of microorganisms in previously root-filled teeth in a South Korean
population. J Endod. 2004; 30: 504-8.

49. Rumjanek NG, Fonseca MCC, Xavier GR. Quorum sensing em sistemas

agricolas. Biotecnologia Cienc Desenvolv. 2004; 33: 35-50.

50. Saleh IM, Ruyter IE, Haapasalo M, Orstavik D. Survival of Enterococcus
faecalis in infected dentinal tubules after root canal filling with different root canal
sealers in vitro. Int Endod J. 2004; 37: 193-8.

51. Sedlacek MJ, Walker C. Antibiotic resistance in an in vitro subgingival biofilm
model. Oral Microbiol Immunol. 2007; 22: 333-9.

52. Sen BH, Piskin B, Demirci T. Observation of bacteria and fungi in infected root
canals and dentinal tubules by SEM. Endod Dent Traumatol. 1995; 11: 6-9.

53. Senges C, Wrbas KT, Altenburger M, Follo M, Spitzmuller B, Wittmer A, et al.
Bacterial and Candida albicans adhesion on different root canal filling materials
and sealers. J Endod. 2011; 37: 1247-52.

54. Shani S, Friedman M, Steinberg D. The anticariogenic effect of amine fluorides
on Streptococcus sobrinus and glucosyltransferase in biofilms. Caries Res. 2000;
34: 260-7.

55. Shen Y, Qian W, Chung C, Olsen |, Haapasalo M. Evaluation of the effect of
two chlorhexidine preparations on biofilm bacteria in vitro: a three-dimensional
quantitative analysis. J Endod. 2009; 35: 981-5.

56. Shen Y, Stojicic S, Qian W, Olsen |, Haapasalo M. The synergistic
antimicrobial effect by mechanical agitation and two chlorhexidine preparations on
biofilm bacteria. J Endod. 2010; 36: 100-4.

57. Sipert CR, Hussne RP, Nishiyama CK, Torres SA. In vitro antimicrobial activity
of Fill Canal, Sealapex, Mineral Trioxide Aggregate, Portland cement and
EndoRez. Int Endod J. 2005; 38: 539-43.



- REFERENCIAS - 100

58. Siqueira-Jr JF, Favieri A, Gahyva SM, Moraes SR, Lima KC, Lopes HP.
Antimicrobial activity and flow rate of newer and established root canal sealers. J
Endod. 2000; 26: 274-7.

59. Siqueira-Jr JF, Rocas IN. Clinical implications and microbiology of bacterial

persistence after treatment procedures. J Endod. 2008; 34: 1291-301 e3.

60. Slutzky-Goldberg |, Slutzky H, Solomonov M, Moshonov J, Weiss El, Matalon
S. Antibacterial properties of four endodontic sealers. J Endod. 2008; 34: 735-8.

61. Socransky SS, Haffajee AD. Dental biofilms: difficult therapeutic targets.
Periodontol 2000. 2002; 28: 12-55.

62. Stewart PS, Costerton JW. Antibiotic resistance of bacteria in biofilms. Lancet.
2001; 358: 135-8.

63. Tabrizizadeh M, Mohammadi Z. In vitro evaluation of antibacterial activities of
root canal sealers. J Clin Dent. 2005; 16: 114-6.

64. Takemura N, Noiri Y, Ehara A, Kawahara T, Noguchi N, Ebisu S. Single
species biofilm-forming ability of root canal isolates on gutta-percha points. Eur J
Oral Sci. 2004; 112: 523-9.

65. Upadya MH, Kishen A. Influence of bacterial growth modes on the
susceptibility to light-activated disinfection. Int Endod J. 2010; 43: 978-87.

66. Weiss El, Shalhav M, Fuss Z. Assessment of antibacterial activity of
endodontic sealers by a direct contact test. Endod Dent Traumatol. 1996; 12: 179-
84.

67. Yang Y, Sreenivasan PK, Subramanyam R, Cummins D. Multiparameter
assessments to determine the effects of sugars and antimicrobials on a
polymicrobial oral biofilm. Appl Environ Microbiol. 2006; 72: 6734-42.

68. Zapata RO, Bramante CM, de Moraes |G, Bernardineli N, Gasparoto TH,
Graeff MS, et al. Confocal laser scanning microscopy is appropriate to detect
viability of Enterococcus faecalis in infected dentin. J Endod. 2008; 34: 1198-201.



- REFERENCIAS - 101

69. Zhang H, Shen Y, Ruse ND, Haapasalo M. Antibacterial activity of endodontic
sealers by modified direct contact test against Enterococcus faecalis. J Endod.
2009; 35: 1051-5.



Autorizo a reproducéo deste trabalho.

(Direitos de publicagao reservado ao autor)

Araraquara, 30 de marcgo de 2012.

NORBERTO BATISTA DE FARIA JUNIOR



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	OBJETIVO
	CAPÍTULO I - Desenvolvimento de biofilme de Enterococcus faecalis em diferentes substratos
	CAPÍTULO II - Avaliação da atividade antibiofilme, pH e solubilidade de cimentos endodônticos
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS

