N/
%

| vivAOVHVYY [[38 -

UNESP- Universidade Estadual Paulista
4 “Julio de Mesquita Filho”

-
>
‘ 7“ Faculdade de Odontologia

[FACVLDADE | DF
>

SOLIS DOMISALYS |

ALANA PRISCILA SOUZA AGUIAR

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICA E ANTIBACTERIANA
DE MEDICACOES INTRACANAL A BASE DE HIDROXIDO
DE CALCIO E OXIDO DE ZINCO MICRO E

NANOPARTICULADOS

Araraquara

2014



-
) ,“ UNESP- Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”

'ON
‘ Faculdade de Odontologia

N
<
|
d
>
I
>
=
£
>

[FACVLDADE || DF

SOLIS DOMISALVS |

ALANA PRISCILA SOUZA AGUIAR

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICA E ANTIBACTERIANA
DE MEDICACOES INTRACANAL A BASE DE HIDROXIDO
DE CALCIO E OXIDO DE ZINCO MICRO E

NANOPARTICULADOS

Tese apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Odontologia, Area
Endodontia, da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutora em
Odontologia.

Orientadora: Profa. Dra. Juliane Maria
Guerreiro Tanomaru

Araraquara

2014



ALANA PRISCILA SOUZA AGUIAR

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICA E
ANTIBACTERIANA DE MEDICAGOES
INTRACANAL A BASE DE HIDROXIDO DE
CALCIO E OXIDO DE ZINCO MICRO E

NANOPARTICULADOS

Comisséao Julgadora para obtencgao do titulo de Doutora em Odontologia:

Presidente e Orientadora: Profa. Dra. Juliane Maria Guerreiro
Tanomaru

Profa. Dra Gisele Faria
Prof. Dr Idomeo Bonetti Filho
Prof. Dr Norberto Batista de Faria Junior

Prof. Dr. Evandro Watanabe

Araraquara, 24 de novembro de 2014.



DADOS CURRICULARES
ALANA PRISCILA SOUZA AGUIAR

Nascimento: 20 de maio de 1983 - Maceid- AL
Filiacdo: Maria do Socorro Souza Da Silva

Edvaldo Salustiano da Silva

2000/2005 Graduacao em Odontologia

Universidade Federal de Alagoas

2006/2007 Especializacdo em Endodontia

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” / Sao
José dos Campos.

2007/2009 Mestrado em Odontologia Restauradora

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” / Sao
José dos Campos.

2010/2011 Aluna Especial da pds- graduagao em Odontologia

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” /
Araraquara

2011/2014 Doutoranda em Odontologia

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” /
Araraquara



DEDICATORIA

A DEUS

que abengoou-me , protegeu, carregou-me nos bragos quando pensei que

nao conseguiria, pelo presente da vida e pelos anjos enviados a mim.

A minha FAMILIA

que acreditou, apoiou- me, se doou, lutou valentemente, cuidou de cada
sorriso, enxugou cada lagrima e se sacrificou pelo meu sonho e minha

felicidade.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, na
pessoa de seu Magnifico Reitor Prof. Dr. Julio Cezar Durigan e vice-

reitora Prof. Dra. Marilza Vieira Cunha Rudge.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, na pessoa de
sua Diretora Profa. Dra. Andréia Affonso Barreto Montandon e vice-

diretora Profa. Dra. Elaine M. Sgavioli Massucato.

Ao Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, representado pelo Chefe de
Departamento Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Vilella Berbert e vice-chefe

Prof. Dr. Edson Alves de Campo.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia — Area de

Endodontia, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Rossa Junior.
A CNPq pela concessao da bolsa de Doutorado.

Ao Prof. Dr. Mario Tanomaru Filho, pelos ensinamentos transmitidos
pacientemente, humildemente, sabiamente, meticulosamente extraindo o
meu melhor de pesquisadora. Serei sempre uma discipula propagando a

tua filosofia cientifica e humana.



A Profa. Dra. Juliane Maria Guerreiro Tanomaru, mais que minha
orientadora, um anjo que esteve ao meu lado durante esta caminhada. A
sua dedicagao a Endodontia é fascinante. Ativa! Desde o pensamento do
projeto a execucgao e conclusao da pesquisa. Soluciona as intercorréncias
naturalmente. Possui uma forgca interior, um coragdao bondoso, me
ensinou ser uma pesquisadora, a ser uma pessoa melhor. Minha

admiracao e gratidao serdo eternas.

A Profa. Dra. Gisele Faria, pelo exemplo a ser seguido de empenho a

comunidade cientifica e pela amizade presenteada.

Ao Prof. Dr. Milton Carlos Kuga pelos momentos de descontragao,

indicagdes de literatura ndo especifica e pelas aulas magnificas.

Ao Prof. Dr. Idomeo Bonetti Filho, por sempre ser cativante com essa

energia positiva e por contagiar com esse fervor pela Endodontia.

Ao Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Vilella Berbert pelos conhecimentos

transmitidos.
Ao Prof. Dr. Renato de Toledo Leonardo pela agradavel convivéncia.

Aos meus grandes amigos da pds-graduagao, Paula, Flavia, Matheus
Leticia, Camila Espir, Carol Vengao, Carol Andolffato, Tiago,
Guilherme, Adriana, Fernando, Katia, Miriam, Keli, Juliana, Bernardo,
Arnaldo, Rodrigo, Norberto, Rafael, Camila Nascimento, Arturo,

Rodrigo, Guilherme, Loise, em especial a Roberta Bosso, Gisselle,



Ariele, Raqueli, Natalia, Ana Livia, Elisandra e Adinael que tornaram
meus dias tao felizes, com tantas novidades, me ajudaram, me apoiaram,
foram companheiros em todos os momentos. Momentos inesqueciveis.
Vocés sdo o0s maiores responsaveis por esta saudade imensa que

carrego em meu coragao.

Aos funcionarios do Departamento de Odontologia Restauradora, Creusa,
Diva, Conceigao, Cida, Marinho, Denise, Nelly, Vanderlei, Rosangela,
Priscila, Marlene, Aninha e Lucinha pelo carinho e agradavel

convivéncia.

Aos funcionarios da Secao de Pés-Graduagao, Mara, Alexandre, Sergio

e Fabio, por me ajudarem prontamente de forma tao gentil.

Aos funcionarios da Biblioteca, Ceres, Marley, Adriano, Inés, Silvia,

Eliane e Disleide, por serem solicitos.

A todos que contribuiram para realizacdo desta pesquisa e conclusao do

Doutorado.



A cada dia que wive, macis me comvenco de gque o
anidea e gue, wgmmndamdaaao/mmem ferndemas

tambem a {elicidade. 4 dor ¢ iueuitdvel. O sofnimento é
opcional,

Carles Drammond de Andnade


http://frases.globo.com/carlos-drummond-de-andrade/22331
http://frases.globo.com/carlos-drummond-de-andrade/22331
http://frases.globo.com/carlos-drummond-de-andrade/22331
http://frases.globo.com/carlos-drummond-de-andrade/22331
http://frases.globo.com/carlos-drummond-de-andrade/22331
http://frases.globo.com/carlos-drummond-de-andrade

Aguiar APS. Propriedades fisico-quimica e antibacteriana de medicagdes
intracanal a base de hidréxido de calcio e 6xido de zinco micro e
nanoparticulados [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2014.

RESUMO

Enterococcus faecalis apresenta elevada resisténcia as medicagdes
intracanal. O emprego de substancias nanoparticuladas e a associagéao a
clorexidina podem interferir na efetividade da medicac¢do. O objetivo deste
estudo foi avaliar pH e atividade antibacteriana de pastas a base de
hidroxido de calcio (HC) e 6xido de zinco (ZnO) microparticulados (micro)
ou nanoparticulados (nano) associados ou ndo a clorexidina 0,4% frente
ao Enterococcus faecalis. Foram analisadas as pastas: HC/ZnO micro;
HC/ZnO nano; HC/ZnO micro + Clorexidina a 0,4%; HC/ZnO nano +
Clorexidina a 0,4%. O polietilenoglicol 400 foi usado como veiculo. A
atividade antibacteriana frente ao Enterococcus faecalis foi avaliada por
trés estudos in vitro: Estudo de Difusdo em Agar, Teste de Contato Direto
em Células Plancténicas e por meio de Biofiime Induzido em Canais
Radiculares de Dentes Humanos. A analise do pH foi determinada por
meio da Difusdo em Dentes Bovinos e por Dissociacdo em Tubos de
Polietileno. Os resultados dos estudos obtidos foram submetidos aos
testes estatisticos ANOVA e Tukey ou Kruskall-Wallis e Dunn, com nivel
de significancia de 5%. Os resultados dos testes Difusdo em Agar
mostraram que a medicagdo HC/ZnO nano e pastas com clorexidina 0,4%
foram mais efetivas. No Contato Direto as pastas com clorexidina
mostraram maior atuagdo apdés 30 segundos e todas eliminaram
Enterococcus faecalis apdés 1 minuto. O teste de Difusdo em Dentina
Bovina mostrou maior aumento de pH para as medicacbes
nanoparticuladas nos periodos de 1 e 7 dias (p<0,05). Todas as pastas
promoveram aumento do pH de forma similar (p>0,05) no Teste com
Tubos de Polietileno. A avaliagdo em canais radiculares demonstrou que
as pastas foram efetivas na coleta apés a sua remocao, mas na coleta
final as medicagdes com clorexidina apresentaram maior redugao
bacteriana (p<0,05). Conclui-se que as nanoparticulas de hidroxido de
calcio e 6xido de zinco promovem maior difusdo dentinaria permitindo um
pH alcalino nos periodos iniciais e a atuacdo das pastas sobre
Enterococcus faecalis é favorecida pela associagao com clorexidina.

PALAVRAS-CHAVES: Nanoparticulas, hidroxido de calcio, 6xido de

zinco.



Aguiar APS. Physicochemical and antimicrobial properties of intracanal
medication based on calcium hydroxide and zinc oxide micro and
nanoparticles [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2014.

ABSTRACT

Enterococcus faecalis presents high resistance to intracanal medications.
The use of nanoparticulate substances and the association with
chlorhexidine may interfere with the effectiveness of the medication. The
aim of this study was to evaluate pH and antibacterial activity of
medications based microparticulate (micro) or nanoparticles (nano)
calcium hydroxide (CH) and zinc oxide (ZnO) associated or without
chlorhexidine 0.4% against Enterococcus faecalis. Medications were
analyzed: HC / ZnO micro; HC / ZnO nano; HC / ZnO micro +
Chlorhexidine 0.4%; HC / ZnO nano + Chlorhexidine 0.4%. Polyethylene
glycol 400 was used as vehicle. The antibacterial activity against E.
faecalis was evaluated by three in vitro studies: Study of Diffusion in Agar,
Testing of Direct Contact in planktonic cells and through induced biofilm in
root canals of human teeth. The analysis of pH was determined using
bovine teeth of diffusion and dissociation of polyethylene tubes. The
results of studies obtained were submitted to ANOVA and Tukey or
Kruskal-Wallis and Dunn, with a significance level of 5%. The results of the
agar diffusion test showed that the HC / ZnO nano and with 0.4%
chlorhexidine medication were more effective. In Direct Contact
medication with chlorhexidine showed increased activity after 30 seconds
are all eliminated Enterococcus faecalis after 1 minute. The diffusion test
for bovine dentin showed higher pH increase for nanoparticulate
medication in periods 1 and 7 days (p <0.05). All medications pH increase
promoted similarly (p> 0.05) in test tubes of polyethylene. The evaluation
showed that in root canals medication so effective in collecting after their
removal, but the final collection medications with chlorhexidine showed
higher bacterial reduction (p <0.05). It is concluded that the nanoparticles
of calcium hydroxide and zinc oxide promote greater dentinal diffusion and
high pH in the initial periods and action of medications on Enterococcus
faecalis is enhanced by association with chlorhexidine.

KEYWORDS: Nanoparticles, calcium hydroxide, zinc oxide.
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1 INTRODUGAO

Espécies microbianas podem formar uma estrutura organizada
envolvida por substancias protetoras, denominada biofilme microbiano. Os
biofilmes microbianos s&o notavelmente resistentes as substancias
quimicas utilizadas durante a terapia endodéntica (Paz et al.*°, 2010;
Wilson et al. *', 2014). Em condigdes favoraveis do meio, micro-organismos
sobreviventes a terapia endoddntica sao capazes de recolonizar o sistema
de canais radiculares, um dos fatores determinantes para o insucesso do
tratamento endoddntico (Johnson et al.'®, 2006; Paz *°, 2007; Blome et al.?,
2008, Ozbek et al.?8, 2009; Morgental et al.?*, 2011).

Entre os micro-organismos, Enteroccus faecalis apresenta fatores de
viruléncia e polimorfismo que dificulta sua eliminagdo. Estudos demonstram
que podem ser encontrados em infec¢gdes primarias e secundarias,
podendo ser responsavel pela manutencdo da lesao periapical. Apresenta
elevada resisténcia a medicamentos e consegue sobreviver em meio
alcalino e com deficiéncia ou auséncia de nutrientes (Sedgley et al.**, 2004;
Sedgleyet al.*®, 2005; Ozbek et al.?, 2009; Karygianni et al.™*, 2012).

O hidroxido de calcio € a medicacédo intracanal mais utilizada na
Endodontia principalmente pelo alto pH, que esta relacionado a ampla acao
antimicrobiana. Apresenta capacidade de neutralizar endotoxinas, podendo
ter sua agao potencializada quando associado a clorexidina (Guerreiro-
Tanomaru et al."', 2003; Oliveira et al.?’, 2012; Sinha et al.*’, 2013;

Mohammadi et al.??, 2014). A associacdo do hidréxido de calcio a
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clorexidina aumenta sua eficiéncia sobre E. faecalis (Evans et al.8, 2003) e
mantem elevado pH.

Vianna et al.*® (2008), identificaram 40 espécies bacterianas e
quantificaram o numero total de bactérias em amostras colhidas de canais
radiculares infectados antes do tratamento, apds o preparo biomecanico e
apos 7 dias de medicagao intracanal com hidroxido de calcio ou hidréxido
de caélcio/clorexidina 2% usando técnica de hibridizagdo DNA-DNA e pela
contagem das unidades formadoras de colbnias, para avaliar as mudangas
microbianas apds procedimentos endoddnticos. Verificaram que E. faecalis
foi encontrado em todas as fases do tratamento. E que a redugéo de micro-
organismo foi maior no grupo que utilizou a associacdo do hidroxido de
calcio/clorexidina quando comprado com o grupo hidroxido de calcio
somente.

Lima et al.”® (2012) avaliaram a eficacia antimicrobiana de medicacdes
intracanais a base de hidroxido de calcio nos periodos 7 e 14 dias frente E.
faecalis em biofime induzido em canais radiculares e certificaram que a
medicacao intracanal que continha clorexidina em sua formulagéo foi mais
eficiente quando comparada com pasta Calen sem associagao.

Duarte et al.’> (2009), estudaram pastas a base de hidréxido de calcio
associado a clorexidina em concentragées 1% e 2 % e nas formas gel e
solucdo através da metodologia em canais simulados em acrilico.

Constataram que a adigao de clorexidina nao prejudica o pH, pois em todas
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as formulagcbes e periodos estudados o pH se manteve alcalino
semelhantemente.

Além do pH e da agao antimicrobiana, a radiopacidade é uma
propriedade importante na medicagao intracanal para acompanhamentos
clinicos. O 6xido de zinco confere radiopacidade adequada (Duarte et al.®,
2009), podendo ser adicionado as medicag¢des intracanal com esta
finalidade.

Um dos maiores desafios € expor diretamente o efeito antimicrobiano
das substancias no interior do biofilme e com isso romper a integridade da
membrana celular, levando a morte celular. Sugere-se que o alto peso e
tamanho molecular das substancias sao fatores consideraveis para a
dificuldade de transposi¢ao das substancias ao biofilime. Uma abordagem
para superar essa limitacdo pode ser a redugao do tamanho de particula
para aumentar a area de superficie, assim, com mais ligacdes de sitio ativo
de superficie melhorar o efeito das substancias, como o aumento da
liberagdo de ions (Sepulveda et al.*®, 2002) e a biocompatibilidade
(Cornélio et al.®, 2011).

O uso de nanoparticulas atuando sobre células-alvo de cénceres e
doencas do sistema nervoso central é realizado em disturbios
neurovascular e doengas neurodegenerativas. As nanoparticulas exploram
caminhos bioldgicos para realizar a entrega da carga para alvos celulares e
intracelulares, incluindo o transporte da barreira cérebro-sangue (Ping Xu

et al.’', 2006, Faraji et al.?, 2009).
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Na Endodontia, as nanoparticulas estdo sendo adicionadas a pastas,
selantes e cimentos. (Kishen et al.'®, 2008; Shrestha et al.*®, 2010; Mohn et
al.®, 2010; Cornélio et al.>, 2011) A propriedade antimicrobiana e o método
de entrega utilizado para dispersar as nanoparticulas potencializam o
sucesso da aplicagdo para terapia do sistema de canais radiculares
(Mohammadi et al.?2, 2014).

O oxido de zinco nanoparticulado pode reduzir biofilmes bacterianos,
mas sua efetividade depende da concentragdo e tempo de interagao
(Sheresta et al.*®, 2010). Moghadas et al.”® (2012) verificaram que solucéo
de nanoparticulas de prata apresentaram resultados semelhantes ao

hipoclorito de sédio frente ao E. faecalis e S. aureus nos periodos 3, 5 e 15
minutos. Motshekga et al.?® (2013) também confirmaram as atividades

antibacterianas de nanoparticulas de 6xido de zinco e nanoparticulas de
prata frente Escherichia coli e E. faecalis pelo método de difusdo em agar.
Entretanto, ndo existem relatos neste momento de estudos com
hidréxido de calcio nanoparticulado aplicado como medicacao intracanal.
Diante do exposto, esta pesquisa visa avaliar o efeito da
nanotecnologia aplicada ao hidroxido de calcio e ao 6xido de zinco, assim
como a associagdo a clorexidina, nas propriedades de medicagdes

intracanal.
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2 PROPOSIGCAO

Avaliar pH e a atividade antibacteriana de nanoparticulas de
hidroxido de calcio (Ca(OH),)/ 6xido de zinco (ZnO) associados ou
ndo a clorexidina 0,4%, utilizando o polietilenoglicol 400 como

veiculo por meio dos estudos:

Difusdo em Dentina Bovina, Difusdo em Agar, Teste de Contato
Direto em Células Planctbnicas.
Tubos de Polietileno e Desinfecgao de Biofilme Induzido em Canais

Radiculares de Dentes Humanos.



18

SCapctato 1

*Atividade antibacteriana e pH de pasta & base de

hidréxido de calcio e 6xido de zinco nanoparticulados

associados a clorexidina

*Artigo nas normas da revista Clinical Oral Investigation.
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3.1 RESUMO

Objetivos: Avaliar o pH e a propriedade antibacteriana de pastas a base de hidroxido de calcio (HC)
e 6xido de zinco (ZnO) microparticulados (micro) ou nanoparticulados (nano) associados ou ndo a

clorexidina 0,4% frente ao Enterococcus faecalis.

Material e métodos: Foram analisadas as pastas: HC/ZnO micro; 2) HC/ZnO nano; 3) HC/ZnO
micro + Clorexidina a 0,4%; 4) HC/ZnO nano + Clorexidina a 0,4%. A atividade antibacteriana
frente ao Enterococcus faecalis foi avaliada pelo teste de Difusdo em Agar, sendo usada solugio de
clorexidina a 2% como controle. O teste de Contato Direto sobre células planctonicas de E. faecalis
foi realizado por 30 ¢ 60 segundos. Solug@o salina foi usada como controle. O pH foi avaliado apos
preenchimento de canais radiculares de dentes bovinos nos periodos 1, 7, 14, 21, 30 ¢ 60 dias. Os
dados obtidos foram submetidos aos testes estatisticos ANOVA e Tukey ou Kruskall-Wallis e Dunn,

com nivel de significancia de 5%.

Resultados: Os resultados dos testes Difusdo em Agar mostraram que a medicagio HC/ZnO nano e
pastas com clorexidina 0,4% foram mais efetivas. No Contato direto as pastas com clorexidina
mostraram maior atuacdo apds 30 s. Todas as pastas eliminaram E. faecalis apos 60 s. Todas as
pastas promoveram aumento do pH. Maior aumento de pH foi observado para as medicacdes
nanoparticuladas nos periodos de 1 e 7 dias (p<0,05). Apods este periodo as pastas apresentaram

aumento similar de pH.

Conclusdes: Conclui-se que as nanoparticulas de hidréxido de calcio e 6xido de zinco promovem
maior alcalinizagdo inicial e a atuagdo das pastas sobre E. faecalis é favorecida pela associagdo com

clorexidina.

Relevancia clinica: A atuacgdo sobre E. faecalis das pastas a base de hidroxido de célcio é favorecida

pela associa¢dao com clorexidina.

PALAVRAS-CHAVES: Antibacteriano, clorexidina, hidréxido de calcio, nanoparticulas, 6xido de

zinco, pH.



20

3.2 INTRODUCAO

O efeito antimicrobiano do hidréxido de calcio esta relacionado a liberagdo de seus ions
hidroxila, que difundem através de tibulos dentindrios até a superficie externa radicular [1, 2]. A
dissociacdo do hidréxido de calcio promove a formacao de ions de hidroxila e célcio, promovendo
aumento do pH [3]. Os ions hidroxila s@o radicais livres com alto poder de reatividade [2, 4, 5],

destruindo componentes da membrana celular das bactérias e diminuindo sua atividade bioldgica

[6].

O hidroéxido de célcio € capaz de dissolver tecido organico [7], inibir reabsor¢do dentéria,
induzir formacdo de tecido duro [8], estimular proliferacdo de osteoblastos e inativar LPS
bacteriano [9]. Apresenta agdo antimicrobiana sobre bactérias Gram positivas, Gram negativas ¢
fungos encontrados em canais radiculares [10, 11]. Porém, o hidréxido de calcio apresenta
dificuldade na atuag@o sobre Enterococcus faecalis, micro-organismo resistente encontrado em
infec¢des primdrias e/ou secundarias [12-14]. Tem sido proposta a associagdo do hidroxido de
calcio a outros antimicrobianos, como paramonoclorefenol canforado ou clorexidina com objetivo

de ampliar seu efeito antimicrobiano [12, 15-17].

A associacdo do hidréxido de calcio/clorexidina promove reducdo efetiva de micro-
organismos, sendo proposta como medicaggo intracanal em dentes com necrose pulpar [18]. Lima
et al. [17], em 2012, avaliaram a ago antibacteriana de pastas a base de hidroxido de calcio frente
ao Enterococcus faecalis em canais radiculares de dentes humanos e verificaram que a associagao
com clorexidina 0,4% promove maior redugdo bacteriana quando comparada a pastas apenas com

hidroxido de calcio.

O tamanho e o peso molecular dos compostos quimicos utilizados na composig¢do das
medicagdes intracanal como hidroxido de célcio e 6xido de zinco podem interferir em suas
propriedades fisicas e biologicas. A radiopacidade da pasta ¢ favorecida pela presenga de Oxido de
Zinco [19-21]. A forma de nanoparticulas de o6xido de zinco pode ainda promover efeito

antimicrobiano [22]. Sheresta et al. [23], em 2010, verificaram que o oOxido de zinco
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nanoparticulado reduziu biofilme de Enterococcus faecalis mantendo sua agdo antibacteriana por
90 dias e que sua efetividade foi dependente da concentragdo e tempo de contato. Gomez-Ortiz et
al. [24] (2013), verificaram a ag¢@o antifingica in vitro de hidroxido de célcio associado ao 6xido
de zinco nanoparticulado frente Penicillium oxalicum e Aspergillus niger por meio de microscopia
eletronica de varredura (SEM) e de difragdo de raios-X (XRD). Desta forma, o emprego de
substancias nanoparticuladas poderia permitir maior ¢ mais rapida penetrabilidade nos tubulos
dentinarios, favorecendo o efeito quimico e antimicrobiano no sistema de canais radiculares [22,

25, 26].

O objetivo deste estudo foi avaliar o pH e a propriedade antibacteriana de nanoparticulas de
hidréxido de calcio (Ca(OH),)/ 6xido de zinco (ZnO) associados ou ndo a clorexidina 0,4% sobre

Enterococcus faecalis.

3.3 MATERIAL E METODO

Para avaliacdo antibacteriana e do pH foram utilizadas medicacdes intracanal em forma de
pastas manipuladas no momento do uso. Foram analisados 4 grupos experimentais de acordo com
a medicacdo intracanal: 1) Hidroxido de calcio (Merck, USA) / 6xido de zinco (Merck, USA)
microparticulados; 2) Hidroxido de célcio/ 6xido de zinco nanoparticulados (Instituto de Fisica,
USP, Sao Carlos, Brasil); 3) Hidroxido de calcio / 6xido de zinco microparticulado; + Clorexidina
a 0,4% (Sigma); 4) Hidréxido de célcio / 6xido de zinco nanoparticulados + Clorexidina a 0,4%.
As nanoparticulas utilizadas apresentavam 100-200 Nm em estado sélido, obtidas a partir do
processo de adsor¢do sequencial de polieletrolitos. A proporgdo entre os componentes nas
medicagdes intracanal foi: 2,5 g de hidroxido de célcio para 0,5 g de 6xido de zinco para 2,0 mL

de polietilenoglicol 400 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

Para os grupos que associavam a clorexidina, inicialmente era manipulada a pasta de
hidroxido de calcio/6xido de zinco que ao ser pesada em balanga de precisdo era calculado seu

volume e adicionada a clorexidina até que a concentrag@o final na pasta fosse de 0,4%.
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3.3.1Teste de Difusdo em Agar

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em triplicata e ambiente asséptico,
dentro de cdmara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil). Para o teste de Difusdo
em Agar foi utilizada suspensdo (3x107 cel/mL) de E. faecalis (ATCC 29212), padronizada por
meio de espectrofotometro. Em seguida, 20 pL desta suspensdo foram semeados em placas de
petri 20 x 100 mm, contendo meio de cultura m-Enterococcus Agar (n=3). Posteriormente, cinco
pogos eqiiidistantes, de 4 mm de didmetro, foram confeccionados com auxilio de dispositivo
metalico esterilizado e, imediatamente preenchidos com as medicagdes intracanal avaliadas. Um
dos cinco pogos se destinou ao grupo controle e foi preenchido com clorexidina 2% (Arte &
Ciéncia, Araraquara, Brasil).

As placas foram mantidas a temperatura ambiente por 2 horas para pré-difusdo das
medicagdes intacanal, ¢ em seguida incubadas a 37 °C por 24 horas em microaerofilia. Os halos de
inibicdo e difusdo foram medidos utilizando um paquimetro digital. Os dados do estudo de
difusdo em agar foram submetidos aos testes de Kurskall-Wallis e Dunn, com nivel de

significancia de 5%.

3.3.2 Contato Direto sobre células planctonicas

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em triplicata e ambiente asséptico,
dentro de camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil). Foi pesado 250 mg de
cada medicacdo intracanal manipulada em tubo falcon e foi adicionado 10 mL de agua destilada
para obtengdo de uma suspensio de medicagdo intracanal com concentragio de 25mg/mL". A

suspensao foi agitada e permaneceu em repouso por 24 horas a temperatura ambiente.

Foi utilizada uma suspensdo culturas jovens de E. faecalis (ATCC 29212) obtidas em
placas de TSa (Tryptic Soy Agar, Difco, Detroit, MI, EUA), por meio de semeadura por
esgotamento, 12 horas antes de cada teste. A pureza do indculo foi observada pela morfologia

macroscopica ¢ microscopica (Coloracdo de Gram). O ajuste da concentragdo bacteriana foi
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realizado em espectrofotometro (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil). A suspensdo
bacteriana foi empregada no prazo maximo de 60 minutos apos o ajuste correspondente a 3 x10’
UFC/mL, padronizada em espectrofotometro. Como controle negativo foi utilizada solugdo

fisiologica esterilizada, que serviu para confirmagdo do numero inicial de UFC/mL™" .

Por meio de pipetas automaticas, 1,45 mL de cada suspensdo da medicag@o intracanal
foram levados a tubos de polietileno. A seguir, uma aliquota de 50 pL da suspensdo de E. faecalis
foi adicionada ao tubo e agitada por 5 segundos em vortex (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara,

SP, Brasil). Os tempos de contato foram 30 segundos e 1 minuto.

Decorrido esse periodo, foram realizadas dilui¢des decimais seriadas até 10™. Nesta etapa,
aliquotas de 100 pL da mistura foram transferidas para um segundo tubo contendo 0,9 mL de
agente neutralizante. Para as medicacdes intracanal a base de hidroxido de calcio, o neutralizante
utilizado foi acido citrico a 0,5%. Nos grupos contendo clorexidina, foram utilizados os
neutralizantes: acido citrico 0,5% e a lecitina de soja preparada com Tween 80. Estes
neutralizantes estiveram presentes nos dois primeiros tubos da dilui¢do, os outros dois tubos
continham 0,9mL de salina, com a finalidade de evitar o efeito carry-over das medicagdes

intracanal.

Ao final da dilui¢do decimal seriada até a 4* dilui¢do, aliquotas de 20 pL de cada uma das
dilui¢cdes foram semeadas em triplicata na superficie de placas de TSa e foram incubadas a 37°C
por 48 horas em microaerofilia. A leitura dos resultados de cada placa resultou da média do
nimero de UFC das trés areas de crescimento bacteriano, sempre na dilui¢do da amostra que
cresce menos com numero entre 5 ¢ 50 UFC/mL™. A partir destas médias foi calculado o namero
de UFC/mL™" ap6s cada um dos tempos de contato entre a suspensdo das medicagdes intracanal e a

suspensdo bacteriana.

Os valores obtidos foram transformados em log, através da formula logq UFCmL-1 — x e

submetidos ao teste estatistico ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5%.
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3.3.2 Difusdo de Ions Hidroxila

Para avaliagdo da liberagdo de ions OH™ das pastas foram utilizados 72 dentes bovinos
(n=12). As coroas dentérias foram removidas préximo a jungdo amelocementaria mantendo um
comprimento radicular de aproximadamente 15 mm. As raizes foram mantidas por 48 horas em
solugdo de hipoclorito de sodio a 2,5% e posteriormente em agua destilada. Os canais radiculares
foram instrumentados 1 mm aquém do comprimento total da raiz até instrumento K#110
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Sui¢a). O preparo do canal radicular nos tergos cervical ¢ médio
foi realizado por meio de broca de Gates-Glidden niimero 5 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Suica).

A irrigagdo dos canais radiculares, durante todo o preparo biomecanico, foi realizada com
solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% (Instituto de Quimica, Araraquara, UNESP — Brasil). Cinco
mL foram empregados no inicio e final do preparo e 3 mL a cada troca de instrumento. Ao final,
os canais radiculares foram preenchidos com solugdo de EDTA 17% (Odahcam Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil) por trés minutos. Em seguida, foi realizada uma irrigag@o final com solugdo
salina fisiologica.

As raizes foram armazenadas em um frasco contendo dgua destilada por 14 dias a 37°C, a
fim de estabilizar possiveis perdas i0nicas da propria estrutura dental. Apos este periodo, cavidade
de 4 mm de comprimento, 2 mm de largura e 0,5 mm de profundidade foi confeccionada na
superficie radicular proximal, entre 5 ¢ 9 mm do 4pice com fresa diamantada n° 1052 (KG
Sorensen Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Esta cavidade foi realizada em todos os espécimes
para padronizar a superficie e espessura da dentina exposta ao meio externo. Em seguida, a
abertura corondria e a superficie externa radicular foram impermeabilizadas com uma camada de
adesivo epoxi (Brascola, Joinville, SC, Brasil), complementado por uma camada de esmalte para
unhas, exceto na area de preparo da cavidade. O fechamento total s6 ocorreu somente depois do
preenchimento do canal com a maedicacdo. Os dentes do grupo controle negativo receberam

impermeabilizagdo total, incluindo a area da cavidade. O outro grupo controle ndo continha
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medicagdo. Os espécimes foram mensurados e radiografados para garantir uma mesma espessura
de dentina entre a parede da cavidade e o canal radicular.

As pastas de Ca(OH), foram introduzidas nos canais radiculares com o auxilio de uma
seringa plastica de 3 mL BD (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil) com
agulha 1,20x40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil). Em seguida, as
amostras foram imersas em frascos com tampa, contendo 10 mL de agua destilada. Estes frascos
foram tampados e levados a estufa a 37°C. Nos periodos de 1, 7, 14, 21, 30 e 60 dias, a agua de
cada frasco foi analisada quanto ao pH, na temperatura de 25°C. A leitura do pH foi realizada com
aparelho Digimed DM-21 (Digicrom Analitica Ltda., Sao Paulo, Brasil). Para isto, o aparelho foi

calibrado previamente com substincias tampao com o pHs conhecidos de 4, 7 e 10.

Os resultados obtidos foram registrados e submetidos a analise estatistica, utilizando o teste

de analise de variancia ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

3.4 RESULTADOS

Os resultados do teste de Difusdo em Agar (Tabela 1) mostraram que as medicagdes
intracanal foram efetivas sobre E. faecalis. A medicagdo HC/ZnO nano e pastas com clorexidina
0,4% apresentaram maiores halos de inibigdo que HC/ZnO micro (p<0,05). No teste de Contato
Direto sobre células planctonicas de E.faecalis, todas as pastas avaliadas eliminaram
completamente o E.faecalis com tempo de contato de 1 minuto. Para o tempo de contato de 30
segundos, somente as pastas com clorexidina na formulagdo eliminaram completamente o
E faecalis. As demais pastas apresentaram redu¢do quando comparadas ao grupo controle (Tabela

2).
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Medicagdo Intracanal

Média de valores dos halos (mm)

1) Hidréxido de calcio/ 6xido de zinco
microparticulados

2) Hidréxido de calcio/ 6xido de zinco
nanoparticulados

3) Hidroxido de calcio/ 6xido de zinco
microparticulado + Clorexidina a 0,4%;

4) Hidroxido de calcio/ 6xido de zinco
nanoparticulados + Clorexidina a 0,4%

5) Grupo controle: solu¢do de Clorexidina 2%

8,64 °

11,00*°

18,83 *°

18,52 *°

26.08°

*letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica (p<0,05)

Tabela 2- Resultados em logl0 do Teste de Contato Direto das suspensdes das medicacdes

intracanal sobre E.faecalis com tempos de contato de 30 segundos e 1 minuto.

Valores de UFC/mL Valores de UFC/mL
Medicagdo Intracanal em Logl0 ap6s 30 seg  em Logl0 apds 1 min
de contato de contato

1) Hidréxido de calcio/ 6xido de zinco 4,00° 0°
microparticulados
2) Hidréxido de calcio/ 6xido de zinco 3,72° 0°
nanoparticulados
3) Hidroxido de calcio/ 6xido de zinco 0° 0°
microparticulado + Clorexidina a 0,4%;
4) Hidréxido de calcio/ dxido de zinco 0° 0°
nanoparticulados + Clorexidina a 0,4%
5) Salina 7,69° 7,58

*letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica (p<0,05)
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Os dados obtidos no estudo de difusdo de ions hidroxila pela dentina bovina (Tabela 3)
mostraram que todas as medicagdes estudas aumentaram o pH da superficie externa radicular. As
medicacdes nanoparticuladas apresentaram maior pH ap6s 1 e 7 dias em relacdo as demais pastas
(p<0,05). Nos demais periodos houve aumento de pH de maneira similar entre os diferentes grupos

experimentais.

TABELA 3- Comparagdo dos valores de pH das medicagdes em diferentes periodos (Médias e
desvios-padrdo).

Periodo Medicagdes intracanal
Ca(OH),/Zn Ca(OH),/Zn Ca(OH),/Zn  Ca(OH),/Z Controle
O Micro O Nano O Micro+ nO Nano +

Clorexidina  Clorexidina

1 dia 7.11(0.09)°  7.38(0.14)  7.09(0.07)°  7.49(0.08)°  6.41(0.13)¢
7 dias 7.16(0.13)°  7.39(0.14  7.01(0.31)°  7.42(0.07  6.38(0.10)¢
14 dias 7.56(0.35)  7.82(0.40)"  7.57(0.28)*  7.82(0.34)  6.42(0.12)°
21 dias 7.76(0.39)  7.64(0.50)*  7.85(0.60)*  7.61(0.27)  6.43(0.15)
30 dias 7.84(027)" 773022  7.89(0.22)°  7.74(0.33)"  6.48(0.24)°
60 dias 831(0.36)  8.13(0.35)0  8.18(0.27)°  8.04(0.25)  6.76(0.24)°

*letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica (p<0,05)

3.5 DISCUSSAO

Dentes bovinos foram utilizados para avaliagdo da difusdo de fons hidroxila pela dentina.
Camargo et al. [27], em 2006, verificaram que dentes humanos e bovinos sdo semelhantes para
realizagdo de analises de pH. Os resultados do presente estudo por meio da dissociagdo idnica

através da dentina bovina mostram que medicacdes com substdncias nanoparticuladas
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promoveram maior alcalinizagdo do meio externo da raiz nos periodos menores de avaliagdo (1 e 7
dias).

Os ions hidroxila devem promover o pH alcalino, sobrepondo o efeito tampao da dentina
[28, 29], e desta foram atingir a superficie externa radicular. As substancias nanoparticuladas
favoreceram a difusdo mais rdpida dos ions hidroxila provavelmente por permitir uma alta
concentragdo de particulas por volume, determinando uma elevada disponibilidade de ions
hidroxila e favorecendo a penetragdo nos tibulos dentinarios, aumentando o pH do meio externo
da superficie radicular em menor tempo[30]. Komabayashi et al. [31], em 2009, descreveram as
dimensdes das particulas de hidroxido de célcio microparticulado a possibilidade de penetragdo
direta da particula de hidroxido de calcio nos tubulos dentinarios. As nanoparticulas que foram
utilizadas neste estudo apresentam dimensao entre 100 a 200 Nm, cerca de 1000 vezes menores
que a microparticula de hidroéxido de calcio. Desta forma, as nanoparticulas favorecerm a
alcaliniza¢@o mais rapida da dentina.

Aos 14 dias e nos periodos maiores (até 60 dias), todas as pastas de hidroxido de célcio
foram semelhantes, com potencial de alcalinizac¢do, independente do tamanho de particula e da
associagdo a clorexidina. Estes resultados concordam com Duarte et al. [32] (2009), que
verificaram em estudo in vitro que pastas a base de hidroxido de calcio e clorexidina promovem
liberacdo de ions calcio e hidroxila nos periodos estudados.

O veiculo utilizado na composi¢do da pasta influencia na sua dissociacdo em ions
hidroxila e ions calcio. O polietilenoglicol 400, usado no presente estudo, permite a dissociagdo
progressiva do hidréxido de célcio, mesmo em periodos maiores [33, 34]. Freire et al. [3] (2010)
mostraram pH elevado para pastas de hidroxido de calcio associadas ao polietilenoglicol e/ou
clorexidina mesmo na presenca de dentina pelo periodo de 21 dias, concordando com resultados
do presente estudo.

O hidroxido de célcio apresenta dificuldade de atuagdo no E. faecalis. Este micro-
organismo ¢ comumente encontrado em lesdes periapicais e apresenta capacidade de sobreviver as
adversidades do meio, incluindo deficiéncia de nutrientes [35- 37]. A associa¢do do hidroxido de

calcio a clorexidina aumenta a sua propriedade antibacteriana frente ao E. faecalis sem
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comprometer a alcalinidade do meio [38, 39]. Estes fatos também foram observados no presente
estudo.

Alguns fatores podem interferir nos resultados do teste de difusio em Agar, como o tipo
de meio de cultura utilizado, o tamanho, a difundibilidade, a solubilidade da particula avaliada. No
presente estudo, os grupos que continham apenas hidroxido de célcio e 6xido de zinco foram os
que apresentaram menores valores de halo de inibigdo. Entretanto, a associa¢do hidroxido de
calcio/oxido de zinco tanto microparticulado quanto nanoparticulado com a clorexidina 0,4%
apresentou maior halo de inibigdo do crescimento de E. faecalis. Estes resultados podem estar
relacionados a atividade antibacteriana e a melhor capacidade de difusdo da clorexidina no meio
Agar. Evans et al. [40], estudando o mecanismo de resisténcia de E. faecalis ao hidroxido de célcio
em dentina bovina, verificaram que o micro-organismo se torna sensivel frente a associagdo do
hidréxido de calcio com clorexidina. A clorexidina necessita de curto tempo para desempenhar sua
acdo antibacteriana sobre E. faecalis devido ao seu mecanismo de agdo [41]. Sua molécula
catidnica interage com a carga negativa dos grupos fosfatos presentes na membrana celular
bacteriana, ocasionando dano ao metabolismo e consequentemente morte bacteriana [42].

De um modo geral, as nanoparticulas de hidroxido de calcio e oxido de zinco
proporcionaram pastas com maior potencial de alcalinizagdo nos periodos menores (até uma
semana). Porém, a atuag@o das pastas sobre E faecalis mostrou ser favorecida pela associagdo com

clorexidina.
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o6xido de zinco micro ou nanoparticulados associados

a clorexidina
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4.1 RESUMO

Objetivo: Avaliar atividade antibacteriana frente Enterococcus faecalis ¢ pH de medicagdes
intracanal a base de hidréxido de céalcio (HC)/ 6xido de zinco (ZnO) microparticulados (micro) ou

nanoparticulados (nano) associados ou ndo a clorexidina (CLX) 0,4%.

Metodologia: Canais radiculares de sessenta dentes unirradiculados humanos foram preparados,
inoculados com E. faecalis (ATCC 29212) e incubados por 21 dias. Os espécimes foram
distribuidos (n=10) de acordo com a medicagdo intracanal: HC/ZnO micro; HC/ZnO nano;
HC/ZnO micro + Clorexidina a 0,4%; HC/ZnO nano + Clorexidina a 0,4%. No grupo controle os
canais radiculares permaneceram sem medicagdo. Apds coleta microbioldgica inicial, os canais
radiculares foram preenchidos com as medicagdes por 7 dias. Novas coletas microbianas foram
realizadas imediatamente ap6os remog¢ao da medicacdo e depois de 7 dias. Foi utilizada a técnica de
contagem de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL™). O pH foi mensurado apds
imersdo de tubos de polietileno preenchidos com as medica¢des em 10 mL de dgua, nos periodos:
3,7, 14 e 28 dias. Os dados obtidos foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey com nivel de

significancia de 5%.

Resultados: Todas as medicagdes intracanal promoveram elimina¢do de E. faecalis logo apds a
remogio da medicag¢io. No entanto, aumento dos valores de UFC/mL"™ foi observado apés 5 dias
da remog¢@o da medicacdo. As medica¢des com clorexidina apresentaram maior redug@o bacteriana

(p<0,05). Todas as pastas promoveram aumento do pH de forma similar (p>0,05).

Conclusdo: As medicagdes que associam hidroxido de calcio e 6xido de zinco micro ou
nanoparticulados a clorexidina promoveram maior reduc¢do de E. faecalis do sistema de canais

radiculares mantendo o pH elevado em todas formulagdes.

Palavras-chaves: Antibacteriana, clorexidina, hidroxido de calcio, nanoparticulas, 6xido de zinco

e pH.
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4.2 INTRODUCAO

O hidroxido de calcio ¢ utilizado como medicagdo em dentes com necrose pulpar com o
objetivo de promover reducdo dos micro-organismos do canal principal, istmos, ramificacdes
apicais e tibulos dentinarios, favorecendo o sucesso do tratamento endodontico (Sheehy e Roberts
1997; Javidi et al., 2011; Vera et al., 2012). O hidréxido de célcio apresenta ampla acdo
antimicrobiana devido a dissociagdo em ions Ca’ e OH’, promovendo pH alcalino e interagio
com a parede celular dos micro-organismos, além de inativar subprodutos bacterianos como

endotoxinas (Tanomaru et al., 2003; Mohammadi 2011; dos Santos et al., 2014).

Algumas substincias nanoparticuladas estdo sendo adicionadas a medicagdes intracanais e
cimentos endodonticos. As nanoparticulas podem aumentar a liberagdo de ions e a atividade
antibacteriana por possuirem maiores ligacdes de sitio ativo de superficie (Sepulveda et al., 2002;
Kishen et al., 2008; Gomes et al., 2011). O 6xido de zinco nanoparticulado aplicado sobre a
superficie dentinaria pode inibir a formag@o de biofilme e a re-colonizagdo bacteriana (Kishen et
al., 2008). Até o momento ndo ha relatos de estudos de nanoparticulas de hidroxido de calcio e
oxido de zinco para Endodontia. Entretanto, esta composi¢do ja ¢ aplicada em outras areas, como a
Construg@o Civil. A associagdo de hidroxido de célcio com 6xido de zinco nanoparticulado é
utilizado na preservagdo de monumentos de pedra calcaria por desempenhar atividade

antimicrobiana (Gomez-Ortiz et al., 2013).

A associagdo do hidroxido de calcio a clorexidina ¢ indicada em infec¢des primarias e
secundarias, com o objetivo de aumentar a atividade antimicrobiana sobre micro-organismos
resistentes ao mecanismo de acdo do hidréxido de calcio, como E. faecalis (Ercan et al., 20006;
Athanassiadis et al., 2007, Mohammadi ¢ Abbott, 2009; Lima et al., 2012). Mohammadi et al.
(2012) constataram que a associagdo do hidroxido de célcio a clorexidina aumenta sua acdo
antibacteriana sobre E. faecalis. Delgado et al. (2010) verificaram em dentes unirradiculados
contaminados por E. faecalis que a associa¢do de hidroxido de calcio e clorexidina 2% foi mais

efetiva quando comparada com uso somente de hidroxido de célcio.
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Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar pH e propriedade antibacteriana de
nanoparticulas de hidroxido de calcio e oxido de zinco associados ou ndo a clorexidina 0,4%
sobre E. faecalis. A hipotese nula é a que o emprego de substancias nanoparticuladas e associagdo

com clorexidina ndo promovam acao sobre E. faecali superior as formula¢des de microparticulas.

4.3 MATERIAL E METODO

Foram avaliadas 4 medicagdes intracanal:

- Hidréxido de célcio (Merck, New Jersey, USA) / 6xido de zinco (Merck, New Jersey, USA)

microparticulados.

- Hidréxido de célcio / 6xido de zinco nanoparticulados (Instituto de Fisica, USP, Sdo Carlos,

Brasil).

- Hidréxido de calcio / 6xido de zinco microparticulado + Clorexidina a 0,4% (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

- Hidroxido de calcio / 6xido de zinco nanoparticulados + Clorexidina a 0,4%.

As nanoparticulas utilizadas apresentavam 100-200 Nm em estado s6lido. A proporg¢io entre os
componentes para preparo das medicagdes seguiu a propor¢ao: 2,5 g de hidroxido de célcio para
0,5 g de 6xido de zinco para 2,0 mL de polietilenoglicol 400 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EUA). Para os grupos que associavam a clorexidina, inicialmente era manipulada a pasta de
hidréxido de calcio/6xido de zinco que ao ser pesada em balanga de precisdo era calculado seu

volume e adicionada a clorexidina até que a concentragdo final na pasta fosse de 0,4%.

4.3.1 Teste em canais radiculares de dentes humanos

Preparo dos espécimes
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Foram utilizados 60 dentes humanos unirradiculados do Banco de Dentes Humanos da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, aprovado pelo Comité de Etica (Anexo). Os
dentes selecionados apresentavam canal radicular tnico e anatomia radicular similar. Os dentes
foram radiografados para comprovagdo da presenga de canal radicular unico e reto. As coroas
dentais foram seccionadas com disco diamantado em maquina de corte Isomet (Buehler, Ontario,
Canada), padronizando o comprimento radicular em 15 mm.

O preparo inicial dos canais radiculares foi realizado 0,5 mm além do forame apical até a lima
K #25 para padronizagdo do didmetro foraminal. A irrigagdo foi realizada com 3 mL de soluggo
salina a cada troca de instrumento. Em seguida, o canal radicular foi preparado 1 mm aquém do
forame apical até lima K #50. A irrigacdo foi realizada com 2 mL de NaOCl a 1%, a cada troca de
instrumento, com seringa plastica e agulha Endo-Eze Tips 30 G (Ultradent, Indaiatuba, Brasil).
Apos o preparo, os canais radiculares foram inundados com solugdo de EDTA 17% por 3 minutos
e receberam irriga¢do final com 5 mL de solugfo salina fisiologica. Os espécimes foram imersos
em agua destilada para remog¢do de NaOCl durante 5 dias.

Os canais foram secos com pontas de papel absorvente de didmetro 50 e o selamento da regido
apical foi realizado com resina composta fotopolimerizavel. As superficies radiculares foram
impermeabilizadas com duas camadas de adesivo epdxi (Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto a
regido cervical de entrada do canal. Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente nas placas de
cultura celular de 24 pocos, com 12 raizes em cada placa e fixados com resina acrilica. Em

seguida, foram encaminhadas para esterilizagao por 6xido de etileno.

Contaminacdo dos espécimes

Os canais radiculares foram contaminados com 20 L de suspensdes de E. faecalis (ATCC
29212) de 1x10* UFC/mL", diluidas em meio Tryptic Soy Broth - TSb (Difco, Detroit, MI, EUA).
Os espécimes foram mantidos em estufa a 37°C, por 21 dias. A cada 2 dias, foi adicionado meio de

cultura esterilizado (TSb) no interior dos canais radiculares.
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Apos o periodo de contaminagdo, foi realizada a coleta inicial (C1) dos canais radiculares para
confirmagdo da contaminacdo dos canais radiculares. Além das medicagdes intracanais em estudo,
foi realizado controle negativo, que recebeu meio de cultura esterilizado nos canais radiculares,
para confirmacdo da esterilizagcdo. Outro controle foi realizado em que os canais radiculares ndo

receberam medicacdo intracanal, confirmando a viabilidade bacteriana durante o experimento.

Coleta e andlise microbioldgica

Os canais radiculares foram preenchidos com solug@o salina fisiologica esterilizada e em
seguida foram introduzidas duas pontas de papel absorvente esterilizadas # 50, mantidas no canal
radicular por 1 minuto. Em seguida, as pontas de papel foram inseridas em tubos de polietileno
contendo 1mL de salina estéril. Para realizacdo da andlise microbioldgica, os tubos de polietileno
foram agitados em vortex por 1 minuto. A seguir, foram realizadas dilui¢des decimais seriadas e
aliquotas de 20 puL foram semeadas, em triplicata, em placas de Petri, contendo Triptic Soy Agar
(TSA-Difco). As placas foram incubadas em microaerofilia a 37°C por 48 horas. O crescimento
microbiano foi determinado pela contagem do nimero de unidades formadoras de colonia-

UFCmL™.

Depois da coleta de inicial (C1), os canais radiculares receberam repasase dos instrumentos K
#25 até o forame apical e, e em seguida do instrumento K #50, no comprimento de trabalho. A
irrigagdo foi realizada com solugdo salina esterilizada. Os canais foram inundados com solucédo de
EDTA 17%, por 3 minutos, ¢ novamente irrigados com 5 mL de solucdo salina fisioldgica
esterilizada. Apos secagem com pontas de papel esterilizadas #50, os canais radiculares foram
preenchidos com as medicagdes em estudo.

As medicagdes foram colocadas no interior dos canais radiculares por meio de broca léntulo
(Dentsply Maillefer, Balaigues, Swiss). Em seguida, uma mecha de algoddo esterilizada foi
colocada nas entradas dos canais radiculares e as raizes foram incubadas a 37°C em microaerofilia,
por 7dias. Apds os 7 dias, a medicagdo intracanal foi removida e uma nova coleta realizada (C2 —

coleta pos-curativo). Para esta coleta, a medicagdo foi removida com instrumento K #50, e
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irrigagdo foi realizada com 10 mL de solucdo salina fisiologica esterilizada. Em seguida, foi
realizada irrigagdo com 1 mL de neutralizante especifico para cada medicamento para evitar agdo
residual das medicacdes. Para clorexidina foi empregado tween 80 e lecitina de soja. Para o
hidroxido de calcio foi usado 4cido citrico 0,5%. Apds irrigagdo com 1 mL de solucdo salina
fisiologica esterilizada foram coletados 2 cones de papel de cada espécime. Os procedimentos
foram realizados de maneira similar ao descrito para a C1. Apds a C2, os canais radiculares foram
preenchidos com solugdo salina esterilizada e uma mecha de algoddo estéril foi colocada na
entrada do canal radicular. Os espécimes foram incubados em microaerofilia a 37°C por mais 7
dias.

Decorridos 7 dias da C2, foi realizada a coleta final (C3) da mesma forma que as duas
anteriores. Os valores obtidos foram transformados em log, por meio da formula logl0 UFC/mL "™

=X, e submetidos ao teste estatistico ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5%.

4.3.2 Determinacéo do pH

As medicagdes foram inseridas em tubos de polietileno medindo 1 cm de comprimento e 1,5
mm de didmetro interno. Em seguida, foram imersos em frascos plasticos contendo 10 ml de agua
destilada. Os frascos foram fechados e mantidos em estufa a 37 °C. Depois de 3 dias de imersao,
os tubos foram removidos e colocados em novos frascos com 10 ml de agua destilada. A solucdo
resultante de cada frasco foi empregada para determinar o pH e o procedimento foi repetido nos
periodos de 7, 14 e 28 dias.

O pH da solugao foi determinado com o pHmetro Digimed DM-21 (Digicrom Analitica Ltda.,
Sao Paulo, Brasil). Esse aparelho foi calibrado previamente com solugdes tampdes com os pH de
4,7 e 10. Estes mesmos tampdes foram utilizados para verificar a calibragem do aparelho durante
todo o experimento. As medigdes de pH foram realizadas a uma temperatura ambiente de 25 °C.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5%.

4.4 RESULTADOS
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A coleta inicial demonstrou que as medicagdes intracanal foram efetivas na eliminagdo de .
faecalis. Entretanto, as bactérias remanescentes no sistema de canais radiculares proporcionaram
uma recontamina¢do do canal principal apds 7 dias da remogdo da medicagdo, conforme
observado na 3 coleta. Nesta coleta a maior efetividade antimicrobiana no sistema de canais

radiculares ocorreu para as medicagdes que associam a clorexidina 0,4% (Tabela 1).

Todas as medicagdes avaliadas promoveram aumento do pH de forma similar durante todos os

periodos, com pH maior que o controle sem medicagdo (p<0,05) conforme demonstra a Tabela 2.

Tabela 1- Comparacido das médias de valores de UFC/mL, (desvio- padrdo), das medica¢des em
diferentes periodos frente ao E. faecalis.

Periodo Medicagao intracanal

Ca(OH),/ZnO  Ca(OH),/ZnO  Ca(OH),/ZnO  Ca(OH),/ZnO  Controle (sem

Micro Nano Micro+ Nano + Medicagao
Clorexidina Clorexidina intracanal)
Coleta inicial
6.31° 6.54° 6.31° 6.35° 6.35°
(0.28) (0.27) (0.32) (0.26) (0.21)
7 dias de 0.0° 0.0° 0.0° 0.0° 6.57"
Medicagdo (0.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)
intracanal
7 dias ap6s 2.20° 2.15° 1.81° 1.86° 6.91°
remocao da (0.23) (0.23) (0.19) (0.18) (0.20)
Medicagao
intracanal

*As letras representam diferencas estatisticas entre os grupos de mesmos periodos.
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Tabela 2- Comparacdo das médias de valores de pH, (desvio- padrio), das medicagcdes em

diferentes periodos.

Periodo Medicag¢ao intracanal

Ca(OH),/ZnO  Ca(OH),/ZnO  Ca(OH),/ZnO  Ca(OH),/ZnO  Controle (sem

Micro Nano Micro+ Nano + Medicagdo)

Clorexidina Clorexidina

3 dias 10.22° 10.63* 10.55% 10.70° 6.72°

(0.56) (0.51) (0.35) (0.13) (0.23)

7 dias 10.87° 10.70° 10.94° 10.71° 679°

(0.35) 0.21) (0.17) (0.14) (0.31)

14 dias 11.08*° 10.93° 11.08*° 10.96° 6.97°

(0.13) (0.22) (0.03) (0.07) (0.21)

28 dias 11.05° 10.91° 11.07° 11.00° 6.80°

(0.17) (0.25) (0.26) (0.08) (0.12)

*As letras representam diferengas estatisticas entre os grupos de mesmos periodos.

4.5 DISCUSSAO

A utilizagdo da medicacdo intracanal entre sessdes visa atuagdo sobre micro-organismos
remanescentes apos o preparo biomecénico. O hidroxido de céalcio promove a destrui¢do da
membrana citoplasmatica bacteriana, desnaturagdo das proteinas e destruicdo do DNA microbiano
em funcdo de seu elevado pH (Estrela et al., 1998; Siqueira e Lopes, 1999; Mohammadi et al,

2012).

A avaliagdo do pH demonstra a liberagdo de ions hidroxila que proporciona a alcalinizagdo do
meio, fundamental para o mecanismo antibacteriano do hidréxido de calcio (Guerreiro-Tanomaru
et al., 2012). O tamanho das particulas (micro ou nanoparticuladas) ndo interferiu nos valores de
pH até 28 dias, uma vez que a agdo das medicac¢des a base de hidroxido de calcio/oxido de zinco
microparticulados e nanoparticulados foram similares. Da mesma forma, a presenca da clorexidina
ndo diminuiu o poder de dissociagdo do hidroxido de célcio mantendo a alcalinidade do meio

concordando com Duarte et al. (2009).

O biofilme de E. faecalis induzido em canais radiculares por 21 dias permite propagacdo dos

micro-organismos pelos tubulos dentinarios e sistema de canais radiculares. Desta forma, esta
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metodologia permite a avaliagdo da acdo antibacteriana das medicagdes frente aos micro-
organismos no sistema de canais radiculartes (Lima et al., 2012). As medicagdes estudadas foram
efetivas na eliminacdo do E. faecalis do canal principal conforme demonstrado imediatamente
apos a sua remocdo. Entretanto, a eliminagdo de E.faecalis do sistema de canais radiculares foi
parcial, uma vez que a recolonizagdo do canal principal radicular foi observada apds 5 dias de
remog¢do da medica¢do. O menor numero de UFC/mL nas medicagOes associadas a clorexidina
(p<0,05) foi demonstrado em comparagdo as medicagdes sem associacdo com clorexidina.

de Lucena et al. (2013) verificaram em canais radiculares contaminados por E.faecalis pelo
periodo de 8 semanas, por meio da contagem de UFC/mL e da porcentagem de viabilidade
bacteriana pela microscopia fluorescente, que o hidroxido de célcio nio foi eficaz na eliminagdo e
ainda teve aumentada a porcentagem de viabilidade bacteriana (PVB) de 26,3 % para 55,8 %
durante o estudo. Entretanto, a clorexidina foi eficaz com reducéo de 40% na PVB.

Estudos comprovam que a associagdo do hidroxido de calcio a clorexidina aumenta a agdo
antimicrobiana reduzindo o tempo necessario quando comparada ao uso somente do hidroxido de
calcio frente a fungos e bactérias resistentes colonizadoras do sistema de canais radiculares
(Gomes et al., 2003; Ercan et al., 2006; Silveira et al., 2011; Lima et al., 2012; Delgado et al.,
2013).

Os resultados do presente estudo demonstram que a associagdo com a clorexidina favorece a
atividade antibacteriana do hidréxido de calcio sobre E. faecalis. Estes resultados podem estar
relacionados com a diminui¢ao da adesdo de E. faecalis a dentina (Love, 2001; Chivatxaranukul et
al., 2008) e a sua sensibilidade a clorexidina (Jhamb et al., 2010; Lima et al., 2012; de Lucena et
al., 2013; Wilson et al., 2014).

A interacdo eletrostatica entre as nanoparticulas carregadas positivamente e células bacterianas
carregadas negativamente tem sido associado ao aumento da permeabilidade da membrana e perda
da funcdo da membrana bacteriana (Stohs et al., 1995; Rabea et al., 2003). Sheresta et al. (2010)
avaliaram nanoparticulas de 6xido de zinco e quitosano, frente ao biofilme de E. faecalis, e
observaram que o 6xido de zinco conseguiu reduzir e desestruturar o biofilme, sendo sua eficiéncia

dependente da concentragdo e do tempo de interagdo. O 6xido de zinco esteve presente na
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composicdo das pastas utilizadas neste estudo pelas propriedades radiopacificadora e
antibacteriana. Leonardo et al. (2000) verificaram atividade antibacteriana de pasta de oxido de
zinco. Nayaranam et al. (2012) constataram que a atividade antibacteriana de 6xido de zinco
nanoparticulado ¢ proporcional a sua concentragdo. No entanto, os resultados do presente estudo
ndo demonstraram maior efeito antimicrobiano das nanoparticulas em relagdo as substincias
convencionais. Estudos adicionais com diferentes concentragdes podem ser sugeridos para

complementar os resultados deste estudo.

Menor niimero de micro-organismo ap6s tratamento endodontico esta diretamente relacionado
ao reparo periapical. Ricucci et al. (2009) analisaram 51 dentes extraidos tratados
endodonticamente ¢ observaram que 0s casos que permaneciam com sinais de inflamagdo
apresentavam grande numero de micro-organismos na regido apical radicular. A avaliagdo aqui
realizada ap6s 5 dias da remocdo da medicagdo intracanal demonstra que E. faecalis foi capaz de
proliferar e recolonizar o canal a partir do sistema de canais radiculares. No entanto, as medicagdes
que apresentavam hidroxido de célcio/ 6xido de zinco associado a clorexidina 0,4% foram as mais

efetivas contra o bifilme de E. faecalis presente no sistema de canais radiculares.
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5 DISCUSSAO FINAL

O emprego de medicagdo intracanal durante o tratamento
endodéntico promove redugdo significativa de micro-organismos no
sistema de canais radiculares (Vianna et al.*°, 2008; Lima et al.'®, 2012)
contribuindo para reparagéo periapical (Ricucci et al.*?, 2009). Entretanto,
poucos estudos utilizam medicacbes intracanal com substancias

nanoparticuladas.

Shrestha et al.*®

(2010) constataram que as nanoparticulas de
oxido de zinco e quitosana apresentam atividade antibacteriana sobre
Enterococcus faecalis, conseguindo reduzir e desestruturar o biofilme e

eliminar totalmente células planctbnicas. Estas nanoparticulas

conseguiram manter seu efeito apds 90 dias.

Mortazavi et al.® (2010) constataram que nanoparticulas de vidro
bioativo ndo apresentam citotoxicidade em fibroblasto de rato e possuem
atividade bactericida/ bacteriostatica de acordo com as formulagdes 58S,
63S e 72S sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi e Staphylococcus aureus. Os autores sugerem sua utilizagdo em

tratamentos de defeitos 6sseos e desinfec¢cao do canal radicular.

Kesler Shvero et al.™

(2013) verificaram que nanoparticulas de
polietilenimina amoénio quaternario 2% adicionadas a cimentos

endoddnticos conferem significante e estavel agao antibacteriana sobre E.
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faecalis por meio de estudos de difusdo em agar, contato direto e

microscopia eletrénica de varredura.

Abbaszadegan et al.' (2014) verificaram que as nanoparticulas de
prata apresentam atividade antibacteriana sobre E. faecalis, sdo menos
citotdéxicas para fibroblasto quando comparadas ao hipoclorito de sédio e
clorexidina e que o pdé de dentina ndo inativa o efeito do hipoclorito de

sodio e das nanoparticulas de prata apds 24 horas.

Javidi et al.’® (2014) comprovaram que o hidréxido de calcio
associado a nanoparticulas de prata promove ag¢ao antibacteriana efetiva
sobre a E. faecalis por 1 ou 7 dias quando comparado ao hidroxido de

calcio somente, apds contaminacao de canais radiculares.

As microparticulas de hidroxido de calcio conseguem se difundir
pelos tubulos dentinarios e elevar o pH na superficie externa da raiz
(Komabayashi et al.'’, 2009). Espera-se que nanoparticulas de hidréxido
de calcio promovam maior difusdo pelos tubulos dentinarios em menor
tempo, elevando o pH local mais rapidamente. No presente estudo, as
nanoparticulas favoreceram a elevacéo do pH nas 24 horas iniciais e 7
dias quando comparadas com as microparticulas. Entretanto, a partir
deste periodo, os resultados de pH se tornaram equivalentes para
nanoparticulas ou microparticulas. Outro resultado mostrado foi que a

associagcao entre o hidréoxido de calcio a clorexidina ndo reduziu seu
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poder de dissociagdo e conseguiu manter o meio alcalino (Mohammadi et

al.?', 2012; Sirén et al.*®, 2004).

O processo de obtencdo de nanoparticulas € dificil, oneroso,
necessita de processamento laboratorial e maior tempo. Ainda, sao
necessarios aprefeicoamento para obtencdo de pasta homogénea das

nanoparticulas.

Visando aumentar a agao antimicrobiana e diminuir a citotoxicidade
das medicacbes intracanal, sdo propostas associacbées a diferentes

substancias, concentragdes e tamanhos de particulas.

Uma possibilidade de associagcdo ao hidroxido de calcio € a
clorexidina. A associacdo do hidroxido de calcio a clorexidina objetiva
aumentar a acdo antimicrobiana sobre E. faecalis e Candida albicans,
aumentando seu efeito residual, inibindo a proliferacdo e propagacao de
micro-organismos resistentes ao preparo biomecanico (Evans et al.’,
2002; Mohammadi e Abbot 2009; Duarte et al.’, 2009; Lima et al.'®, 2012;

Zaugg et al.*?, 2014).

E importante evidenciar que a clorexidina favoreceu a acdo
antibacteriana em todas as metodologias aqui estudadas corroborando

com outras pesquisas. Gomes et al.’

(2009) avaliaram a acéo
antimicrobiana do hidroxido de calcio somente, associado a clorexidina e
o6xido de zinco ou somente clorexidina sobre E. faecalis, C. albicans,

Actinomyces viscosus and Porphyromonas gingivalis por meio da
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superficie externa radicular e difusdo em agar. Verificaram que os
medicamentos contendo clorexidina 2% sédo mais efetivos na difusdo da
dentina e superficie externa da raiz exercendo a agédo antimicrobiana,
classificados do mais forte para o mais fraco da seguinte forma:
clorexidina 2%, hidroxido de calcio + clorexidina 2%, hidroxido de calcio +

clorexidina 2% + Oxido de zinco, hidréxido de calcio + solugdo salina.

Delgado et al.* (2010) avaliaram a agao antibacteriana intratubular
do hidroxido de calcio e clorexidina 2% sobre E. faecalis. e constataram
que hidréxido de calcio associado a clorexidina mostrou uma atividade
antimicrobiana equivalente a clorexidina sozinha. Ambas foram mais

eficientes que somente o hidroxido de calcio.

Sousa et al.* (2014) mostraram que o hidréxido de calcio
associado a clorexidina 2% como medicamento intracanal, por 30 dias,
reduz significativamente as endotoxinas de canais radiculares associados
com abscessos apicais agudos. Corroborando, Oliveira et al.?” (2012)
verificaram que a associagdo do hidroxido de célcio a clorexidina 2%

neutraliza de 99% a 100% de efeitos citotdxicos.

Diante do exposto, utilizagdo do hidréxido de calcio associado a
clorexidina pode ser uma opg¢ao como medicagao intracanal eficiente
sobre E. faecalis, porém mais estudos devem ser realizados para

viabilizacdo do emprego de nanoparticulas.
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6 CONCLUSAO FINAL

1- As nanoparticulas de hidroxido de calcio e o6xido de zinco
promovem maior alcalinizacio inicial e a atuagcao das medicacdes
intracanal sobre E. faecalis é favorecida pela associagcao a

clorexidina.

2- As medicagdes intracanal que associam hidréxido de calcio e oxido
de zinco micro ou nanoparticulado a clorexidina promovem maior
reducdo de biofilme induzido de E. faecalis em canais radiculares

de dentes humanos.
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