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Nascimento CA. Ac¢do antibacteriana da cetramida associada as solugdes irrigadoras
sobre Enterococcus faecalis [Dissertacio de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2013.
RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a agdao das solugdes de hipoclorito de sodio e
clorexidina associadas a cetramida e do QMiX, produto comercial que combina
clorexidina, EDTA e cetramida, sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212) em fase
planctonica e biofilme. As solugdes avaliadas foram: G1: Hipoclorito de sodio (NaOCl)
a 2,5%; G2: NaOCl a 2,5% + cetramida (CTR) a 0,2%; G3: Clorexidina (CLX) a 2%;
G4: CLX a 2% + CTR a 0,2%; G5: CTR a 0,2%; G6: QMiX. Como controle negativo
foi utilizada solugdo salina. O estudo foi dividido em dois capitulos. No capitulo 1, foi
realizada a avaliacdo da atividade antibacteriana sobre os micro-organismos em fase
planctonica e biofilme. Para o contato direto com E. faecalis em fase planctonica, 50 pul
da suspensao bacteriana foram colocados em tubos contendo 1,45 mL de cada solugao
irrigadora ou associagdes e, apos os periodos de 1 e 3 minutos foram utilizadas soluc¢des
neutralizantes da a¢do antimicrobiana dos irrigantes. Em seguida, foi realizada dilui¢do
decimal seriada e plaqueamento em meio Tryptic Soy agar (TSa). Para a indugdo dos
biofilmes foram utilizados blocos de dentina bovina como substrato no periodo de 14
dias. Os biofilmes foram colocados em contato com as solugdes avaliadas, e
transferidos para tubos de ensaio contendo solugdes neutralizantes. Apos agitacdo por
60 segundos para a suspensao das células remanescentes, foi realizada dilui¢do decimal
seriada e plaqueamento em TSa em triplicata. A incubagdo foi realizada em
microaerofilia a 37°C por 24 horas e a andlise efetuada por meio da contagem de UFC
mL". Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey, com nivel de

significancia de 5%. Todas as solugdes irrigadoras e associagdes avaliadas eliminaram



completamente os micro-organismos em fase planctonica. Sobre biofilme, somente
NaOCl e NaOCI+CTR apresentaram 100% de eliminagdo bacteriana. A CLX mostrou
acao semelhante a CLX+CTR, CTR e QMiX ap6s 1 min (p>0,05). A CTR ¢ QMiX
foram similares ap6és 3 min. CLX e CLX+CTR mostraram atividade antibiofilme
comparavel a NaOCl e NaOCI+CTR apoés 3 min, no entanto ndo foram capazes de
eliminar os micro-organismos do biofilme. Conclui-se que a associacdo da CTR as
solugdes irrigadoras ndo altera a efetividade antibiofilme. No Capitulo 2, foi realizada a
analise da atividadade antibiofilme das solugdes irrigadoras e associagcdes por
microscopia confocal de varredura a laser. Os biofilmes de 14 dias foram colocados em
contato direto com as solugdes irrigadoras por 1 minuto, e ap6s o lavagem em solugdes
neutralizantes, foram corados com Live/Dead® BacLight, sendo levados para a analise
em microscopio confocal de varredura a laser. As imagens foram avaliadas no software
Biolmage L, sendo analisados biovolume total (um’), biovolume verde (um’) e
percentual de cobertura do substrato. Os dados foram submetidos ao teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis e de Dunn, com nivel de significancia de 5%. Os
menores valores de biovolume total e verde foram apresentados por NaOCl e
NaOCIH+CTR (p<0,05). CTR e QMiX mostraram valores intermediarios para o
biovolume verde apoés sua utilizagdo, com atividade superior a CLX e¢ CLX+CTR
(p<0,05). NaOCl e NaOCI+CTR mostraram maior capacidade de remoc¢ao de micro-
organismos e limpeza do substrato. QMiX ndo proporcionou elimimina¢do bacteriana
sobre a dentina, com resultados intermediarios. Conclui-se que NaOCl a 2,5% e
NaOCI+CTR a 0,2% sao os unicos irrigantes com maior atuacao sobre a viabilidade,

arquitetura e eliminagao de biofilme.

Palavras-chave: Biofilme; Endodontia; Enterococcus faecalis; Irrigantes do Canal

Radicular.



Nascimento CA. Antibacterial action of cetrimide associated irrigants solutions on
Enterococcus faecalis [Dissertagdio de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2013.
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the action of conventional endodontic solutions
such as sodium hypochlorite and chlorhexidine associated with cetrimide and QMiX, a
commercial product composed by chlorhexidine, EDTA and cetrimide, on biofilm and
planktonic phase of Enterococcus faecalis (ATCC 29212). The evaluated solutions
were: G1: 2.5% Sodium Hypochlorite (NaOCl); G2: 2.5% NaOCI + 0.2% cetrimide
(CTR); G3: 2% Chlorhexidine (CLX) 2%; G4: 2% CLX + 0.2% CTR; G5: 0.2% CTR,;
G6: QMiX. Saline solution was used as negative control. The study was divided into
two chapters. In Chapter 1, the antibacterial activity of the solutions on
microorganisms in planktonic phase and biofilm was evaluated. For direct contact with
E. faecalis in planktonic phase, 50 puL of bacterial suspension were placed in tubes
containing 1.45 mL of each irrigation solution or associations and after 1 and 3
minutes, neutralizing solutions were used to stop of the antimicrobial action of
endodontic solutions. Decimal serial dilutions were performed and the suspensions
were plated in Tryptic Soy agar medium (TSa). Dentin bovine blocks were used as
substrate for induction of biofilms for 14 days. The biofilms were placed in contact
with the solutions evaluated and transferred to test tubes containing neutralizing
solution. After agitation for 60 seconds to suspend the remaining cells, decimal serial
dilutions were performed and the suspensions were cultivated in triplicate on TSA
plates. The incubation was held in microaerophilic at 37 © C for 24 hours and the
analysis was performed by counting CFU mL™. The results were submitted to

ANOVA and Tukey test, with significance level of 5%. All irrigating solutions and



associations evaluated completely eradicated the microorganisms in planktonic phase.
On biofilm, only NaOCl and NaOCI+CTR showed 100%- of bacterial elimination.
CLX showed similar activity to CLX+CTR, CTR and QMiX after 1 min (p>0.05).
CTR were similar QMiX after 3 min. CLX and CLX+CTR presented similar
antibiofilm activity to NaOCl and NaOClI + CTR after 3 min, however, these solutions
were not able to eradicated micro-organisms of the biofilm. It is concluded that the
association of the CTR does not alter the antibiofilm effectiveness of endodontic
solutions. In Chapter 2, the antibiofilm activity of endodontic solutions and
associations was analysed by confocal laser scanning. Biofilms were cultivated for 14
days and then placed in direct contact with the irrigating solutions for 1 minute, after
this period they were washed in neutralizing solutions and stained with dye
Live/Dead® BacLight for analysis under a confocal laser scanning microscope. The
images were evaluated using the software Biolmage L and the parameters total
biovolume (um’), green biovolume (um’) and percent substratum coverage were
evaluated. The data were were analysed to nonparametric Kruskal-Wallis and Dunn,
with a significance level of 5%. The lowest values of total biovolume and green
biovolume were presented by NaOCIl and NaOCI+CTR (p<0.05). CTR and QMiX
showed intermediate values for the green biovolume after use and higher activity than
CLX and CLX+CTR (p<0.05). NaOCl and NaOCI+CTR showed better
microorganism’s removal capacity and substrate cleaning. QMiX did provided
bacterial elimination on dentin, with intermediate results. It is concluded that 2.5%
NaOCl and NaOCl+ 0.2% CTR are the only solutions with higher acting on the

viability, architecture and removal of biofilm.

Keywords: Biofilm; Endodontics; Enterococcus faecalis; Root Canal Irrigants



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BHI: Brain Heart Infusions

CLX: Clorexidina

CTR: Cetramida

DOgpo: densidade Optica de 600 nm
EDTA: Acido etilenodiaminotetracético

E. faecalis: Enterococcus faecalis

HOCI: Acido hipocloroso

mJ m: Megajoule por milimetro quadrado
NaOCIl: Hipoclorito de Sédio

NaOH: Hidroxido de sédio

SCR: sistema de canais radiculares

TSA: Tryptic Soy Agar

UFC mL™: unidades formadoras de colénia por mililitro
pL: microlitro

pm: micrometro

pm’: micrometro cabico
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1 INTRODUCAO

Bactérias e seus subprodutos representam fatores importantes para o
estabelecimento da inflamagio pulpar e periapical”’. Apos o tratamento endodéntico, a
persisténcia de micro-organismos no sistema de canais radiculares contribui para o
desenvolvimento ¢/ou manutencio da lesdo periapical®.

Enterococcus faecalis ¢ um micro-organismo anaerdbio facultativo presente na
microbiota intestinal humana, trato genital feminino e em menor quantidade, na
cavidade oral®. Porém pode estar presente em infec¢des endoddnticas primarias em um
percentual que varia de 4 a 40% e em maior proporc¢do, entre 24 a 77%, em canais
radiculares em casos de insucesso apds tratamento endodéntico® ' 9% > 61 63 65 ¢
altamente resistente, capaz de sobreviver em condigdes extremas de oxigénio e

: 17, 45, 54
nutrientes'”

, pH alcalino e concentragio salina®. Apresenta ainda como fator de
viruléncia, a habilidade de competir com outras células e alterar a resposta do
hospedeiro, suprimir a acdo dos linfocitos, liberar enzimas liticas como as citolisinas,
acido lipoteicoico, feromonas e substancias de agregacdo® . Além disso, este micro-
. , , ., . 35 L
organismo ¢ capaz de penetrar nos tibulos dentinarios™ podendo atingir uma
. y 1 4 . \ .
profundidade média de 653 pm **, aderindo as paredes do canal radicular e formando
. . . 12, 13,24
comunidades organizadas em biofilme
O biofilme ¢ uma comunidade microbiana que consiste na agregacao de células
aderidas a uma superficie (substrato) e entre si, incorporados por uma matriz polimérica
extracelular produzida pelos proprios micro-organismos, que confere estabilidade
s 1 . . .. . , .
mecénica’’ e impede o contato direto dos agentes antimicrobianos, fagcitos e

anticorpos. Bactérias em biofilme podem ser at¢ 1000 vezes mais resistentes do que as

células planctonicas®, o que dificulta a sua eliminagdo por meio do uso de solucdes
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irrigadoras e medicagdo intracanal durante a terapia endodontica. Além disso, os micro-
organismos presentes no biofilme apresentam alteracdo fenotipica com relagdo a taxa de
crescimento e transcri¢do e caso o biofilme seja desestruturado, as células sobreviventes
podem manter caracteristicas de resisténcia adquiridas'.

O preparo biomecanico do canal radicular realizado durante o tratamento
endodéntico inclui meios quimicos, fisicos e mecanicos™ . As solugdes irrigadoras
utilizadas como auxiliar no preparo biomecanico, favorecem a remocdo de restos
organicos, sSmear layer e micro-organismos e a inativagdo dos seus subprodutos, além
de servir como lubrificante®” ** > 7® Entretanto, ainda que a solugdo irrigadora
apresente potencial antimicrobiano, micro-organismos podem persistir no sistema de
canais radiculares (SCR) ap0s a instrumentagdo do canal radicular®’.

O hipoclorito de sédio (NaOCl), ¢ usualmente recomendado como solugdo
irrigadora em Endodontia®® > 7°. Em meio aquoso, se dissocia em hidroxido de sodio
(NaOH) e acido hipocloroso (HOCI). Quando o NaOH entra em contato com os acidos
graxos, ocorre uma reagdo de saponificagdo, dando origem a sabdo e glicerol, que
reduzem a tensao superficial e € responsavel pela alcalinidade da solucao, atingindo pH

16, 25, 27, 30, 76
em torno de 12

. O alto pH prejudica a integridade da membrana
citoplasmatica, altera o metabolismo celular e provoca a degradagdo de fosfolipideos'®.
O HOCI ¢ o responsavel pela dissolu¢do de matéria organica e atividade antimicrobiana,
uma vez que realiza hidrolise e degrada¢cdo de aminoacidos, interfere no metabolismo
celular bacteriano, além de inibir enzimas e provocar oxidacao irreversivel dos grupos
sulfidrila, que sdo enzimas essenciais bacterianas, acarretando na morte celular'® ",

O NaOClI vem sendo utilizado como solugdo irrigadora do canal radicular em

concentracdes que variam de 0,5 a 6%°’. Apresenta efetividade na dissolugio de

colageno, que € o principal componente organico dentindrio, solubiliza restos pulpares e
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26, 30, 37, 76

tem grande atuagdo sobre a microbiota endodontica , inclusive na dissolucdo de

biofilme> % 11+15:20.44.

As solugdes de NaOCl mais concentradas apresentam maior efeito
antimicrobiano, entretanto, mostram maior citotoxicidade™ ** ¢ podem ser prejudiciais
aos tecidos periapicais se extravasado. Quanto a penetrabilidade, o NaOCl pode atingir
cerca de 300um de profundidade nos tibulos dentinarios, sendo esta capacidade
influenciada pelo tempo de uso, concentragio da solugio e temperatura’’.

A clorexidina (CLX) ¢ uma bis-guanida sintética cationica e também ¢ utilizada
durante a terapia endodontica. A concentragdo de 2% ¢ recomendada quando ¢
empregada como solu¢do irrigadora durante o preparo biomecdnico””. Sua carga
positiva hidrofébica e lipofilica permite uma interacdo com os lipopolissacarideos e
fosfolipideos da membrana celular bacteriana, que por sua vez ¢ carregada
negativamente. Desta forma, ha um desequilibrio osmodtico na parede celular,
aumentando a permeabilidade da membrana e assim, a molécula de CLX adentra para o
citoplasma, promovendo a lise celular e morte bacteriana®’. Além disso, as moléculas de
CLX sdo adsorvidas pela hidroxiapatita, sendo liberadas gradualmente, proporcionando

. . . .. 33,39, 73
efeito residual denominado susbtantividade™ > *~.

A CLX ¢ considerada menos cdustica que o NaOCIl mais concentrado e
apresenta maior atividade antibacteriana sobre os micro-organismos Gram-positivos,
incluindo E. faecalis’®. Entretanto, ndo promove a dissolugdo tecidual e de residuos

Al 41
organicos .

Estudos avaliando a acdo da CLX liquida e em gel mostraram capacidade de

23, 69

eliminacdo de E. faecalis em 30 segundos ou 1 minuto” de contato com a

suspensdo bacteriana. Durante o preparo biomecanico in vitro, a CLX e o NaOCl tem

14, 42

mostrado semelhante agdo antimicrobiana sobre E. faecalis . Entretanto,a CLX nao
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9,11, 15, 44

mostra-se efetiva na remog¢ao de biofilme , apresentando maior atuagao sobre as

bactérias na forma plancténica’ **.

A partir de diluigdes realizadas nas solucdes de NaOCl a 0,1% e CLX a 4%,
Arias-Moliz et al.’, asseguraram que NaOCI é altamente eficaz na eliminagio de
biofilmes de E. faecalis de 24 horas, apés 1 minuto de exposigdo em concentragdes a
partir de 0,00625%, enquanto a CLX mostra-se menos eficaz, sendo necessario pelo
menos 5 minutos de contato em concentragdes de 2% ou superior. No entanto, uma
diminuicdo da atividade antibiofilme do NaOCl e CLX ¢é observada com o

. . . - . 34,5671
amadurecimento do biofilme e em funcao das suas condi¢oes nutricionais™

Apesar do amplo emprego das duas solugdes citadas acima, a busca por solugdes
irrigadoras que proporcionem a eliminagdo de micro-organismos do SCR,
complexidades anatomicas e dos tubulos dentinarios torna-se necessaria, podendo
aumentar as taxas de sucesso do tratamento endodontico. Solugdes com maior
capacidade de molhamento apresentam maior penetrabilidade®. Assim, a alta
molhabilidade de solugdes irrigadoras permite o maior contato da solucdo a dentina
radicular e maior penetragio no interior dos tiibulos dentinarios e reentrancias'” *° e esta
caracteristica depende diretamente da tensdo superficial da substancia utilizada como
irrigante’.

A tensdo superficial de um liquido ¢ definida como a forga exercida pelas
moléculas que o compde, para diminuir sua 4rea de superficie’. No interior do canal
radicular, uma alta tensdo superficial dificulta a difusdo da solu¢do irrigadora em maior
profundidade dos tiibulos dentindrios, regides de istmos e irregularidades anatémicas”
2 Quando a for¢a de atracdo entre as moléculas de uma solug¢do ¢ quebrada, ocorre a
diminuicao da tensdo superficial e isto permite o aumento da molhabilidade e sua maior

- 5 2,7,19,22, 46,72
dispersao pelo complexo SCR™ > 7> == ™ 7,
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Os surfactantes sdo compostos que possuem atividade detergente e podem
alterar a superficie dos liquidos, diminuindo a tensdo superficial. Sendo assim, ¢é
possivel diminuir a tensdo superficial de uma solugdo irrigadora por meio da adigdo de
um surfactante®® o que ird proporcionar maior contato com as paredes dentindrias e
maior difusdo e penetrabilidade em 4reas inacessiveis & instrumentagio endodéntica'
46,66

Atualmente vém sendo avaliadas solu¢des de NaOCl e CLX associadas a
surfactantes. O Quadro 1 descreve produtos comerciais que associam solugdes

irrigadoras convencionais a surfactantes:

Quadro 1 - Descri¢ao de produtos comerciais que combinam agentes irrigantes

convencionais a surfactantes

Produtos Composicao

comerciais

Chlor-Xtra NaOCl a 5,8% + Triton-X'" %% 72

CHX-Plus CLX a 2% + surfactante ndo divulgad046’ =

Hypoclean NaOCl a 5,25% + polipropilenoglicol + cetramida”’

Cloreximid CLX a0,2% + cetramida”’

QMiX CLX a2% + EDTA a 17% + cetramida®

Biopure MTAD | Doxiciclina a 3% + Acido citrico a 4,25% + Tween 80 a 0,5%

SmearClear EDTA a 17% + cetramida'

Tetraclean Doxiciclina al% + Acido citrico a 10% + cetramida a 0,2% =

A tensdo superficial de NaOCl a 5,25% foi comparada a de Chlor-Xtra,
Hypoclean A e B, sendo que a primeira solugdo apresenta 1% a mais de surfactante na
composi¢do. Agua destilada demonstrou um valor equivalente a 72,13 mJ m>, enquanto

NaOCl a 5,25% apresentou 48,90 mJ m>. Hypoclean A e B mostraram os menores
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valores de tensdo superficial (29,13 mJ m™ e 30,00mJ m?, respectivamente), com
diferenga significativa em relacao ao NaOCl e Chlor-Xtra*®.

Estudos relacionados a atividade antibacteriana das solugdes irrigadoras
contendo os modificadores de superficie vém sendo realizados®® 2'» 3 40 43.47. 35, 64.72 -
solucdo Chlor-Xtra foi avaliada sobre biofilme de E. faecalis e ndao mostrou
superioridade a a¢do antibacteriana do NaOCI convencional a 6% quando utilizados por
1 e 3 minutos, contudo, ap6s 5 minutos de contato sobre o biofilme, estas solugdes nao
apresentaram diferenca significante sobre a CHX-Plus™. CHX-Plus apresentou
atividade antimicrobiana superior 8 CLX convencional sobre biofilme composto por
microbiota subgengival humana em diferentes graus de maturidade e condigdes
nutricionais > °.

A cetramida ¢ um agente amonio-quaternario pertencente ao grupo dos
surfactantes catidnicos®, que normalmente apresentam baixa capacidade detergente e
alta acdo antimicrobiana. Este surfactante é capaz de promover desestruturagdo do
biofilme bacteriano, sendo sua carga positiva passivel de formar uma ligagdo
eletrostatica com os micro-organismos, € como possui atividade detergente, pode
reduzir a for¢a de coesdo entre a matriz polimérica extracelular e a membrana celular
bacteriana’® "%,

Quando aplicada sobre biofilme de E. faecalis com maturidade de 24 horas, a
cetramida ¢ capaz de erradicar os micro-organismos em 30 segundos na concentracao de
0,5%". Apos a sua utilizagdo sobre biofilme de 21 dias, a cetramida a 0,2% oferece agao
semelhante a do NaOCl a 2,5%, além de proporcionar efeito residual por 24 horas,
inibindo a formacdo de biofilme®.

Em dentina infectada com E. faecalis, a analise por microscopia confocal de

varredura a laser revela que a aplicagdo de QMiX por 1 e 3 minutos mantém atividade
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semelhante a do NaOCl a 6% para a propor¢ao de células mortas no interior dos tibulos

36, 71

dentinarios, sendo ambos superiores a CLX a 2% ¢ maior a¢do de QMiX sobre a

CLX também ¢ evidenciada frente ao biofilme de E. faecalis induzidos em
hidroxiapatita e sobre os micro-organismos plancténicos®.

Estudos associando solucdes irrigadoras convencionais a cetramida, simulando
as combinagdes comercializadas, vém sendo realizados. A cetramida a 0,1 ou 0,01%
combinada a CLX nas mesmas concentragdes, promove a eliminagdo de E. faecalis em
10 segundos de contato com a suspensdo bacteriana®’. Em apenas 2 minutos, a
cetramida a 0,01% associada a CLX diluida a 0,0078% ¢ capaz de eliminar
completamente um biofilme cultivado por 24 horas”.

A combinagdo de cetramida ao BioPure MTAD e em Tetraclean mostra aumento
da acdo antibacteriana sobre E. faecalis em fase planctonica e em biofilme
multiespécies’’. A microscopia confocal de varredura a laser também confirma um
aumento da atividade antibacteriana quando o NaOCl a 2% ¢ acrescido de cetramida e
quando CHX-Plus é comparada a CLX convencional sobre E. faecalis presente em
tabulos dentinarios’”.

Quanto a capacidade de dissolugdo de biofilme, somente NaOCl a 2,5 ou 5,25%
mostram ser capazes de diminuir significantemente o numero de bactérias mortas e
proporcionar e limpeza dentinaria, de modo que outras solu¢des contendo surfactantes
como BioPure MTAD, QMiX e SmearClear nio apresentam a mesma efetividade®,
semelhante ao que ocorre quando a CLX a 2% convencional ¢ empregada™ > ',

Diante destes estudos, torna-se relevante a avaliagdo das propriedades
antimicrobianas de solugdes irrigadoras convencionais € possiveis associagdes com

surfactantes, como a cetramida, sobre biofilme de E. faecalis, visando maior limpeza e

desinfeccao do SCR para aumentar o sucesso do tratamento endodontico.
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2 PROPOSICAO

Objetivo geral:

Avaliar a ac¢do antibacteriana e antibiofilme de solugdes irrigadoras

associadas ao surfactante cetramida, sobre E. faecalis (ATCC 29212).

Objetivos especificos:

1. Avaliar a atividade antibacteriana de NaOCl e CLX associados a
cetramida ¢ do QMiX sobre micro-organismos em fase

planctonica e biofilme, pela contagem das UFC mL™.

2. Awvaliar a atividade antibiofilme de NaOCl e CLX associados a
cetramida e do QMiX, por meio da andlise em microscopia

confocal de varredura a laser.
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EFETIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
SOLUCOES IRRIGADORAS ENDODONTICAS
ASSOCIADAS A CETRAMIDA SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS

CAPITULO 1

*Artigo a ser submetido ao periodico International Endodontic Journal



30

3.1 RESUMO

Introducdo: A utilizagdo de solugdes irrigadoras antimicrobianas contribue na
desinfeccdo dos canais radiculares. Objetivo: O objetivo do estudo foi avaliar a
atividade antibacteriana das solugdes irrigadoras hipoclorito de sodio (NaOCl) e
clorexidina (CLX) associadas a cetramida (CTR) e do QMiX, sobre células planctonicas
e biofilme de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Methodologia: A solugdes
avaliadas foram 2,5% NaOCl, 2,5% NaOCl1+0,2% CTR, 2% CLX, 2% CLX+0,2%CTR,
0,2% CTR, QMiX. Biofilmes de E. faecalis foram induzidos por 14 dias sobre blocos
de dentina bovina. Suspensdo e biofilme de E. faecalis foram expostos por 1 e 3
minutos as solugdes irrigadoras. Apos os periodos de exposi¢do, foi realizada a diluigdo
decimal seriada e plaqueamento em meio TSA. As placas foram incubadas por 24 horas
a 37°C para a contagem das UFC mL™ e os dados foram submetidos aos testes ANOVA
e Tukey, com nivel de significancia de 5%. Resultados: No contato direto entre E.
faecalis em fase planctonica e solugdes irrigadoras, todas os micro-organismos foram
eliminados. Sobre biofilme, somente NaOCl e NaOCI+CTR apresentaram eliminagao
total de micro-organismos. A CLX mostrou efetividade semelhante a CLX+CTR, CTR
e QMiX apdés 1 minuto e apresentou-se estatisticamente semelhante ao NaOCI e
NaOCI+CTR apoés 3 minutos (p>0,05), embora sem capacidade de eliminar totalmente
os micro-organismos. CTR e QMiX ndo mostraram diferenga entre si. Aassociagdo de
CTR a CLX e NaOClI ndo promoveu aumento da atividade antibiofilme das solugdes.
Conclusdes: As solugdes irrigadoras e associacdes avaliadas atuam de forma eficaz
sobre E. faecalis em fase planctonica e que o NaOCl ¢ NaOCI+CTR sdo os Unicos
irrigantes capazes de eliminar o biofilme ap6s 1 e 3 minuto de contato direto. A CTR

ndo altera a efetividade antibiofilme da CLX e NaOCI.
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Palavras-chave: biofilmes, clorexidina, detergentes, Enterococcus faecalis, irrigantes

do canal radicular, hipoclorito de s6dio, QMiX

3.2 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endoddntico depende da desinfeccdo do sistema de
canais radiculares (Sjogren et al. 1997; Siqueira & Rocas 2008). Durante o preparo de
canais radiculares, solugdes irrigadoras antimicrobianas sdo indicadas para promover
redu¢do da microbiota endodontica (Camara et al. 2009; Dornelles-Morgental et al.
2011; Aranda-Garcia et al. 2012). Enterococcus faecalis ¢ um micro-organismo
predominante nos casos de insucesso apos tratamento endodontico (Stuart et al. 2006;
Siqueira & Rocas 2008), sendo capaz de sobreviver em condi¢des desfavoraveis e se
organizar em biofilme.

Hipoclorito de soédio (NaOCl) é a solucdo irrigadora mais utilizada, em
concentragdes que variam de 0,5 a 6% (Haapasalo et al. 2010), apresentando capacidade
de dissolucao pulpar e atividade antimicrobiana (Stojicic et al. 2010; Ordinola-Zapata et
al. 2012). A clorexidina (CLX) ¢ também recomendada como irrigante do canal
radicular, mas nao dissolve restos pulpares e apresenta maior atividade sobre bactérias
planctonicas, com menor atuagdo sobre biofilme (Abdullah et al. 2005; Dunavant et al.
2006; Haapasalo et al. 2010). A cetramida (CTR) ¢ um surfactante cationico que
apresenta atividade detergente e pode reduzir a forca coesiva entre a matriz polimérica
extracelular e parede celular bacteriana (Simoes et al. 2005; Wang et al. 2012). Além
disso, mostra a¢do residual, e demonstrou capacidade de inibir a formagao de biofilme
por 24 horas, e na concentragao de 0,2%, elimina o biofilme de E. faecalis apos 1
minuto de contato (Baca et al. 2011) ou em apenas 30 segundos quando a concentragdo

aumenta para 0,5% (Arias-Moliz et al. 2010). A CTR a 0,2% associada ao EDTA ou
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acido citrico a 15% também favorece a elimina¢do de biofilme em um curto periodo de
contato (Ferrer-Luque et al. 2010). Quando combinada a outras solug¢des, diminui a
tensdo superficial, promovendo maior penetrabilidade nos tubulos dentinarios e
irregularidades do sistema de canais radiculares (Ma et al. 2011; Wang et al. 2012).
QMiX ¢ uma soluc¢do irrigadora composta pela associagdo de CLX a 2%, EDTA
e CTR (Stojicic et al. 2012). Tem demonstrado atividade antibacteriana comparavel ao
NaOCl a 6% em dentina infectada com E. faecalis (Ma et al. 2011; Wang et al. 2012).
Sobre biofilme de E. faecalis e micro-organismos em fase planctonica, tem
demonstrado agdo superior a CLX convencional (Stojicic et al. 2012). No entanto, sobre
biofilme composto por microbiota oral, a solucdo irrigadora ndo apresentou a
capacidade de eliminar e remover totalmente os micro-organismos (Ordinola-Zapata et
al. 2012). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo de NaOCl a
2,5% e CLX a 2% associadas a CTR a 0,2% e do QMiX, sobre E. faecalis em fase

planctdnica e biofilme.

3.3 MATERIAL E METODO

Cepa padrao de Enterococcus faecalis (ATCC- 29212) foi empregada no estudo.
Os espécimes foram divididos em 7 grupos (Tabela 1) e avaliados em dois periodos
experimentais - 1 e 3 minutos de contato direto sobre suspensdo e biofilme de E.
faecalis. Toda a etapa experimental ¢ procedimentos microbioldgicos foram realizados

em camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil).

3.3.1Preparo da suspenséo bacteriana
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Técnica de coloracdo de gram e morfologia da colonia foram utilizadas para a
confirmagdo da pureza da colonia de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). O micro-
organismo foi reativado em 4 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e mantido em
estufa a 37°C por 12 horas. A densidade da suspensdo bacteriana foi ajustada em
DOg09p=0,060, equivalente a 1,0 X 107 unidades formadoras de colonia por mL (UFC
mL'l), com o auxilio de espectrofotometro (Modelo 600 Plus, Femto, Sao Paulo, SP,

Brasil).

3.3.2 Contato direto entre suspenséo bacteriana e solugdes irrigadoras

A suspensdo bacteriana foi utilizada no prazo maximo de 60 minutos apés o
ajuste correspondente a 1,0 X 10’ UFC mL™. Por meio de pipetas automaticas, 1,45 mL
de cada solucdo irrigadora ou associagdo foram levados a tubos teste (Eppendorf) de
2mL. A seguir, uma aliquota de 50uL da suspensdo de E. faecalis foi adicionada ao tubo
(Pappen et al. 2010). Os tempos de contato direto entre as solugdes irrigadoras e
associacoes a suspensdo bacteriana foram de 1 e 3 minutos. Decorrido esse periodo,
foram realizadas diluicdes decimais seriadas. Nesta etapa, aliquotas de 100uL da
mistura foram transferidas para um segundo tubo teste contendo 0,9mL de agente
neutralizante especifico para cada solucao irrigadora ou associacdes (Tabela 1). O
conteido da primeira dilui¢do foi homogeneizado e 100 pL transferidos para um
terceiro tubo teste, idéntico ao anterior, contendo 0,9 mL da solucdo neutralizante. Os
quarto, quinto e sexto tubos continham 0,9 mL de solugdo salina esterilizada, como

ilustrado na Figura 1.
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Tabela 1 Solucdes irrigadoras ou associagdes e neutralizantes utilizados apos os
periodos de contato direto com suspensao ou biofilme bacteriano:

Grupos Solucées avaliadas Solucdes neutralizantes
experimentais
Grupo [ NaOCl a 2,5%* Tiossulfato de sodio a 1%**
Grupo II NaOCl a 2,5% + CTR a 0,2%** Tiossulfato de sddio 1% + Tween 80
3%** + a-Lecitina 0,7%**
Grupo 111 CLX a 2%* Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo IV CLX a2%+ CTR a0,2% Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo V CTR a 0,2% Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo VI QMiX*** Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo VII Solugao Salina a 0,85% Solug¢do Salina a 0,85%

*Farmacia de Manipulagdo da Faculdade de Farmacia de Araraquara, Araraquara, SP,
Brasil.
** Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Sao Paulo, SP, Brasil.

*** Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, Estados Unidos da América.
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Figura 1 Esquema da dilui¢do decimal seriada realizada no teste antibacteriano por

contato direto com suspensdo bacteriana.

Ao final deste processo, aliquotas de 20 pL de cada uma das diluigdes foram
semeadas em triplicata na superficie de placas de Tryptic Soy Agar (TSa) (Figuras 2 e
3). As placas foram incubadas a 37°C em microaerofilia. Apds 24 horas de incubagdo
foi realizada a leitura com auxilio de um estereomicroscopio. A leitura dos resultados de

cada placa resultou da média do niumero de UFC das trés areas de crescimento
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bacteriano, sempre na diluicdo da amostra com numero de coldnias entre 5 e 50. As
médias foram submetidas a transformacdo logaritmica e aos testes ANOVA e Tukey

com nivel de significancia de 5%.

Figura 2 Ilustracdo de uma placa de TSa onde foram depositadas trés aliquotas de 20uL de cada
dilui¢do mencionada para os grupos experimentais, apés 1 ou 3 minutos de contato direto sobre

suspensao de E. faecalis.

Figura 3 Ilustragdo de uma placa de TSa onde foram depositadas trés aliquotas
de 20 pL de cada diluicdo mencionada para o grupo controle, apds 1 ou 3 minutos de

contato direto sobre suspencao de E. faecalis.

3.3.3 Confecgéo dos blocos de dentina

Como substrato para os biofilmes foram utilizados blocos de dentina bovina.

Incisivos centrais bovinos com raizes completamente formadas foram selecionados e as
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coroas removidas. Em seguida, o remanescente radicular foi separado longitudinalmente
em segmentos de 0,7 mm de espessura corretamente planificados e polidos com lixa d’
agua de granulacdo 600 (3M, Ribeirdo Preto, SP, BR). Os segmentos obtidos foram
cortados para a obtengdo de blocos medindo Smm x 5Smm x 0,7mm (largura x
comprimento x espessura). Todos esses cortes foram realizados por um disco diamantado
em baixa velocidade (Isomet — Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) com irrigacdo abundante.
Os 84 blocos de dentina obtidos receberam uma marcacdo a grafite em uma das faces e
posteriormente foram colocados em um tubo de ensaio contendo agua destilada e levados
a uma autoclave para esterilizagdo a 121°C por 30 minutos, sob pressdao (Del Carpio-

Perochena et al. 2011; Guerreiro-Tanomaru et al. 2013).

3.3.4 Inducéo dos biofilmes

Em placas para cultura celular de 24 pocos os blocos de dentina foram colocados
com a superficie marcada voltada para baixo, de modo que cada bloco de dentina
ocupasse um pog¢o individual. Em cada pogo foram dispensados 200uL da suspensao
bacteriana de Enterococcus faecalis (ATCC- 29212), ajustada em espectrofotdmetro com
DO¢p0=0,060, equivalente a 1,0 X 107 unidades formadoras de coldnia por mL (UFC mL"
" ¢ 1,8 mL de caldo BHI, deixando os corpos de prova totalmente submersos (Apéndice
le2).

As placas foram incubadas durante 14 dias a 37° C, em incubadora de bancada
com agitagdo orbital em ambiente de microaerofilia. O meio de cultura BHI de cada
espécime foi renovado a cada 48 horas para que nao houvesse deficiéncia de nutrientes
para as células bacterianas. A avaliagdo da pureza da cepa de E. faecalis foi realizada por

meio da coloragdo de Gram e morfologia das coldnias.
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3.3.5 Contato direto entre biofilme e solugdes irrigadoras

Apds o periodo de indugdo, os blocos de dentina com biofilme de E. faecalis
foram enxaguados duas vezes em 1 mL de solucdo salina, para a eliminagdo do meio de
cultura e das células ndo aderidas. Posteriormente foram imersos em 1 mL de cada
solugdo irrigadora ou associagdes a serem avaliadas (Tabelal) por 1 ou 3 minutos.

Passado cada periodo experimental, os blocos de dentina foram enxaguados
novamente em solucdo salina e transferidos para um tubo de ensaio contendo pérolas de
vidro (3 mm de diametro) e ImL de solugdo neutralizante (Pappen et al. 2010;
Guerreiro-Tanomaru et al. 2011; Stojicic et al. 2012). Cada tubo foi agitado por 60
segundos (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) para a suspensao dos micro-
organismos remanescentes sobre os blocos de dentina, e em seguida realizada a dilui¢ao

decimal seriada, como ilustrado na Figura 4.

100 pL 100 uL 100 uL 100 pL 100 uL 100 L

(N NN

=\AAAAA

900 pL sol. 900 puL sol. 900 pL sol. 900 pL sol. 900 pL sol. 900 pL sol.
Tubo “mie” salina salina salina salina salina salina

T | $i 1 1 1 1

1* diluigio  2° diluigdo 3° diluigdo 4° diluigdo 5° diluigdo 6° diluigo
Figura 4 Representagdo esquematica da diluigdo decimal seriada realizada no teste de contato

direto sobre o biofilme de E. faecalis.
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Ao final das dilui¢des, trés aliquotas de 20 pL de cada diluigdo foram
distribuidas em placas de TSa (Difco Detroit, MI, EUA). As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas em microaerofilia. A leitura dos resultados de cada placa de cultura
resultou da média do nimero de UFC das trés arcas de crescimento bacteriano, na
diluicdo onde havia em cada area um nimero de colonias entre 5 e 50. A partir destas
médias foi calculado o nimero de UFC mL™ de E. faecalis apos cada um dos tempos de
contato entre as solucdes irrigadoras ¢ os blocos de dentina com o biofilme bacteriano,

como ja descrito anteriormente.

3.4 RESULTADOS

As Figuras 5 e 6 ilustram as médias em logaritmo das UFC mL'de E. faecalis
apos o contato das solugdes irrigadoras e associagdes com a suspensdo bacteriana e
biofilme por 1 e 3 minutos. De acordo com os resultados, todas as solucdes irrigadoras e
associacdoes foram capazes de eliminar totalmente os micro-organismos em fase

planctonica em 1 e 3 minutos de contato direto.
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Atividade antimicrobiana sobre E. faecalis em fase planctonica
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Figura 5 Médias UFC mL™ de E. faecalis apés contato entre suspensio bacteriana e solugdes
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irrigadoras por 1 ou 3 minutos.
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Figura 6 Médias e desvios padrao de UFC mL" de E. faecalis apos contato entre biofilme e

solugdes irrigadoras por 1 ou 3 minutos. Letras maitisculas foram usadas para comparar a agéo

das solugdes no periodo de 1 minuto e as letras mintsculas no periodo de 3 minutos. As letras

diferentes indicam diferenga estatistica significante entre os grupos em um mesmo periodo

experimental (p<0,05).
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Sobre o biofilme, somente NaOCl e NaOCI+CTR eliminaram completamente os
micro-organismos. CLX, CLX+CTR, CTR e QMiX mostraram efetividade semelhante
apés 1 minuto de contato com o biofilme (p>0,05), ndo sendo capazes de matar
completamente as células bacterianas. A aplicagdo de CLX pura e associada a CTR por
3 minutos, demonstrou atividade similar ao NaOCl e NaOCI+CTR (p>0,05), porém sem
capacidade de eliminagdo total de E. faecalis. CTR ¢ QMiX nao mostraram diferenca
significante entre si (p>0,05), e apds 3 minutos, apresentaram atividade antibiofilme

inferior ao NaOCl e CLX pura ou associada a CTR (Apéndice 3).

3.5 DISCUSSAO

Para o teste de contato direto entre as solugdes irrigadoras e suspensdo
bacteriana, as células podem ser suspensas em agua destilada, solugdo salina ou meio de
cultura liquido esterilizado (Abdullah et al. 2005; Portenier et al. 2006; Pappen et al.
2010), sendo a suspensdo bacteriana inicial ajustada de acordo com a concentragio
desejada. Para a indugdo de biofilme, as células bacterianas sdo suspensas em meio de
cultura apropriado, sendo necessario o uso de um substrato. Como substrato para o
biofilme, t€ém sido utilizados hidroxiapatita (Pappen et al. 2010; Guerreiro-Tanomaru et
al. 2013) dentina humana (Norrington et al. 2008; Liu et al. 2010), dentina bovina
(Ordinola-Zapata et al. 2012; Ordinola-Zapata et al. 2012), membrana de nitrocelulose
(Bryce et al. 2009) ou poliestireno (Chavez de Paz et al. 2010; Liu et al. 2010). Deve
ainda ser considerado que a condi¢do do biofilme em relagdo a sua maturidade e estado
nutricional pode modificar sua resposta frente aos antimicrobianos (Liu et al. 2010;

Shen et al. 2011; Wang et al. 2012).
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E. faecalis tem sido utilizado em avaliagdes antimicrobianas por estar presente
nos insucessos apds tratamento endodontico (Siqueira & Rocas 2008) e apresentar
capacidade de formacao de biofilme, o qual pode ser induzido e organizado em 14 dias
sobre blocos de dentina bovina (Guerreiro-Tanomaru et al. 2013). A dentina bovina foi
empregada por se assemelhar a dentina humana e ser de facil aquisi¢do, sendo
amplamente utilizada (Del Carpio-Perochena et al. 2011; Ordinola-Zapata et al. 2012;
Guerreiro-Tanomaru et al. 2013). A renovagao do meio de cultura foi realizada a cada
dois dias para proporcionar nutrientes aos micro-organismos em crescimento
(Guerreiro-Tanomaru et al. 2013).

O teste por contato direto permite quantificagdo do numero de micro-organismos
viaveis apos diferentes periodos de contato com as solugdes (Baca et al. 2011; Arias-
Moliz et al. 2012). A utilizacdo de substancias neutralizantes impede a transferéncia de
sua atividade no momento do plaqueamento, evitando resultado falso negativo
(Abdullah et al. 2005; Pappen et al. 2010; Guerreiro-Tanomaru et al. 2011). Tween 80 ¢
lecitina tém sido recomendadas como neutralizantes de clorexidina (Zamany &
Spangberg 2002; Dornelles-Morgental et al. 2011). O tiossulfato de sédio ¢ um
inativador do hipoclorito de sédio (Giardino et al. 2007; Pappen et al. 2010; Dornelles-
Morgental et al. 2011; Aranda-Garcia et al. 2012; Stojicic et al. 2012). Stojicic et al. em
2012 verificaram a neutralizagao de NaOCl a 1 e 2% frente tiossulfato de sodio a 0,5%.
No mesmo estudo, para a clorexidina e QMiX, o efeito carry over foi impedido pela
utilizacdo de Tween 80 a 3% e a-lecitina 0,3% (Stojicic et al. 2012). No presente
estudo, a concentracao de tiossulfato de s6dio empregada foi de 1% apos uso de NaOCl
e para a associagcdo de Tween 80 e a-lecitina, as concentracdes utilizadas foram de 3% e
0,7%, respectivamente, para neutralizar CHX, CTR e QMiX, de acordo com testes

anteriores.
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Todas as solugdes irrigadoras e associagdes avaliadas promoveram a total
eliminagdo dos micro-organismos em fase planctonica. Abdullah et al. (Abdullah et al.
2005) observaram que E. faecalis ¢ eliminado em 1 minuto de contato com NaOClI a 3%
e Gomes et al. (Gomes et al. 2001) verificaram eliminagdo dos micro-organismos em
fase planctonica em menos de 30 segundos de contato com CLX a 2%. A associagdo de
CLX com CTR, embora em concentragdes inferiores a do presente estudo, demonstrou
capacidade de eliminacdo de duas cepas de E. faeacalis em fase planctonica em apenas
10 segundos (Portenier et al. 2006) e para o QMiX, em 5 segundos (Stojicic et al. 2012).

Entretanto, fica evidenciado que as solugdes irrigadoras apresentam menor
atuacdo quando os micro-organismos estdo organizados em biofilme (Abdullah et al.
2005; Portenier et al. 2006; Stojicic et al. 2012), confirmando a maior resisténcia
encontrada neste tipo de organizagdo bacteriana. O NaOCIl demonstra efetividade na
eliminag¢do do biofime de E. faecalis em curto periodo de tempo, enquanto a CLX ndo
apresenta esta capacidade quando utilizada por 1 minuto. Tem sido demonstrada a
reduzida capacidade de eliminagdo de biofilme bacteriano apresentada pela CLX, pelo
método da contagem das colonias (Abdullah et al. 2005; Dunavant et al. 2006), e por
meio de microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal de varredura a laser
(Clegg et al. 2006; Del Carpio-Perochena et al. 2011; Ordinola-Zapata et al. 2012;
Ordinola-Zapata et al. 2012). No presente estudo, apoés 3 minutos de contato com o
biofilme, ainda que a CLX tenha mostrado semelhan¢a ao NaOCI, ndo foi capaz de
eliminar os micro-organismos, concordando com Ariaz-Molis et al. (Arias-Moliz et al.
2010), os quais utilizaram-na em concentracdes de até 4% por 2 minutos.

Estudos anteriores evidenciam atividade antibiofilme apresentada pela CTR.
Baca et al.(Baca et al. 2011) mostram a capacidade de eliminagdo da biofilme de E.

faecalis quando a CTR a 0,2% ¢ utilizada por 1 minuto, com ac¢do comparavel a do
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NaOCl a 1% e superior a da CLX a 2%. Outro estudo aponta que a CTR a 0,0078%
elimina os micro-organismos apo6s 2 minutos de contato direto com biofilme de E.
faecalis e a CTR combinada a CLX ¢ capaz de eliminar completamente o biofilme a
partir de 30 segundos de contato direto (Arias-Moliz et al. 2010). A associagdo de CTR
promove aumento da atividade antibiofilme de solugdes como EDTA, 4acido citrico
(Ferrer-Luque et al. 2010), 4cido latico (Arias-Moliz et al. 2012) e MTAD (Pappen et al.
2010). O presente estudo ndo demonstrou aumento da atividade antibiofilme quando a
CTR foi associada a CLX.

Stojicic et al. (Stojicic et al. 2012) constataram maior atividade antibiofilme de
QMiX quando comparada a CLX apds 1 e 3 minutos sobre biofilme de E. faecalis
isolados de canais radiculares (VP3-181 e Gel 31). A utilizacdo de QMiX por 1 minuto
ndo demonstrou maior atividade antimicrobiana, corroborando com Ordinola-Zapata et
al.(Ordinola-Zapata et al. 2012) que evidenciaram pobre limpeza do substrato apods
utilizagdo de QMiX por 5 minutos sobre biofilme oral.

Alguns componentes dentinarios podem diminuir a acdo de antimicrobianos
endodonticos (Haapasalo et al. 2000; Portenier et al. 2002; Portenier et al. 2006;
Morgental et al. 2013). Assim, CLX, CTR e QMiX podem ter apresentado menor
atuacdo na presenga de dentina bovina. Eliminacao do biofilme foi demonstrada em
outros estudos com inducdo de biofilme de E. faecalis sobre dispositivo de poliestireno
(Arias-Moliz et al. 2010) e hidroxiapatita (Stojicic et al. 2012).

As células em fase planctonica sdo facilmente eliminadas pelos agentes
antimicrobianos. No entanto, a forma de biofilme proporciona maior dificuldade para a
penetracdo de moléculas antimicrobianas pela presenca da matriz polimérica que
envolve os micro-organismos (Donlan & Costerton 2002). Desta forma, os biofilmes

maduros oferecem maior resisténcia, uma vez que as células bacterianas sdo sobrepostas
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em camadas mais profundas e com maior organizacdo, tornando menos sensiveis aos
antimicrobianos (Roberts & Stewart 2005; Ordinola-Zapata et al. 2012; Wang et al.
2012). Sendo assim, a utilizagao de biofilmes maduros de 14 dias (Guerreiro-Tanomaru
et al. 2013) além da utilizacdo da dentina como substrato, justificam a dificuldade para

sua completa eliminagao.

3.6 CONCLUSAO

De acordo com este modelo experimental, conclui-se que todas as solugdes
irrigadoras utilizadas no estudo eliminam os micro-organismos em fase planctonica em
1 e 3 minutos. NaOCl a 2,5% e NaOCI+CTR apresentam maior atividade antibiofilme
apos 1 e 3 minutos de contato com E. faecalis. A associagdo de CTR e CLX néo

proporcionou aumento da efetividade antibiofilme.



45

3.7 REFERENCIAS

Abdullah M, Ng YL, Gulabivala K, Moles DR, Spratt DA (2005) Susceptibilties of two
Enterococcus faecalis phenotypes to root canal medications. J Endod 31(1), 30-
36.

Aranda-Garcia AR, Guerreiro-Tanomaru JM, Faria-Junior NB et al. (2012)
Antibacterial effectiveness of several irrigating solutions and the Endox Plus
system - an ex vivo study. Int Endod J 45(12), 1091-1096.

Arias-Moliz MT, Baca P, Ordonez-Becerra S, Gonzalez-Rodriguez MP, Ferrer-Luque
CM (2012) Eradication of enterococci biofilms by lactic acid alone and
combined with chlorhexidine and cetrimide. Med Oral Patol Oral Cir Bucal
17(5), €902-906.

Arias-Moliz MT, Ferrer-Luque CM, Gonzalez-Rodriguez MP, Valderrama MJ, Baca P
(2010) Eradication of Enterococcus faecalis biofilms by cetrimide and
chlorhexidine. J Endod 36(1), 87-90.

Baca P, Junco P, Arias-Moliz MT, Gonzalez-Rodriguez MP, Ferrer-Luque CM (2011)
Residual and antimicrobial activity of final irrigation protocols on Enterococcus
faecalis biofilm in dentin. J Endod 37(3), 363-366.

Bryce G, O'Donnell D, Ready D, Ng YL, Pratten J, Gulabivala K (2009) Contemporary
root canal irrigants are able to disrupt and eradicate single- and dual-species
biofilms. J Endod 35(9), 1243-1248.

Camara AC, de Albuquerque MM, Aguiar CM, de Barros Correia AC (2009) In vitro
antimicrobial activity of 0.5%, 1%, and 2.5% sodium hypochlorite in root canals
instrumented with the ProTaper Universal system. Oral Surg Oral Med Oral

Pathol Oral Radiol Endod 108(2), €55-61.



46

Chavez de Paz LE, Bergenholtz G, Svensater G (2010) The effects of antimicrobials on
endodontic biofilm bacteria. J Endod 36(1), 70-77.

Clegg MS, Vertucci FJ, Walker C, Belanger M, Britto LR (2006) The effect of exposure
to irrigant solutions on apical dentin biofilms in vitro. J Endod 32(5), 434-437.

Del Carpio-Perochena AE, Bramante CM, Duarte MA et al. (2011) Biofilm dissolution
and cleaning ability of different irrigant solutions on intraorally infected dentin.
J Endod 37(8), 1134-1138.

Donlan RM, Costerton JW (2002) Biofilms: survival mechanisms of clinically relevant
microorganisms. Clin Microbiol Rev 15(2), 167-193.

Dornelles-Morgental R, Guerreiro-Tanomaru JM, de Faria-Junior NB, Hungaro-Duarte
MA, Kuga MC, Tanomaru-Filho M (2011) Antibacterial efficacy of endodontic
irrigating solutions and their combinations in root canals contaminated with
Enterococcus faecalis. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod
112(3), 396-400.

Dunavant TR, Regan JD, Glickman GN, Solomon ES, Honeyman AL (2006)
Comparative evaluation of endodontic irrigants against Enterococcus faecalis
biofilms. J Endod 32(6), 527-531.

Ferrer-Luque CM, Arias-Moliz MT, Gonzalez-Rodriguez MP, Baca P (2010)
Antimicrobial activity of maleic acid and combinations of cetrimide with
chelating agents against Enterococcus faecalis biofilm. J Endod 36(10), 1673-
1675.

Giardino L, Ambu E, Savoldi E, Rimondini R, Cassanelli C, Debbia EA (2007)
Comparative evaluation of antimicrobial efficacy of sodium hypochlorite,
MTAD, and Tetraclean against Enterococcus faecalis biofilm. J Endod 33(7),

852-855.



47

Gomes BP, Ferraz CC, Vianna ME, Berber VB, Teixeira FB, Souza-Filho FJ (2001) In
vitro antimicrobial activity of several concentrations of sodium hypochlorite and
chlorhexidine gluconate in the elimination of Enterococcus faecalis. Int Endod J
34(6), 424-428.

Guerreiro-Tanomaru JM, de Faria-Junior NB, Duarte MA, Ordinola-Zapata R, Graeff
MS, Tanomaru-Filho M (2013) Comparative Analysis of Enterococcus faecalis
Biofilm Formation on Different Substrates. J Endod 39(3), 346-350.

Guerreiro-Tanomaru JM, Morgental RD, Flumignan DL, Gasparini F, Oliveira JE,
Tanomaru-Filho M (2011) Evaluation of pH, available chlorine content, and
antibacterial activity of endodontic irrigants and their combinations against
Enterococcus faecalis. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod
112(1), 132-135.

Haapasalo HK, Siren EK, Waltimo TM, Orstavik D, Haapasalo MP (2000) Inactivation
of local root canal medicaments by dentine: an in vitro study. Int Endod J 33(2),
126-131.

Haapasalo M, Shen Y, Qian W, Gao Y (2010) Irrigation in endodontics. Dent Clin
North Am 54(2), 291-312.

Liu H, Wei X, Ling J, Wang W, Huang X (2010) Biofilm formation capability of
Enterococcus faecalis cells in starvation phase and its susceptibility to sodium
hypochlorite. J Endod 36(4), 630-635.

Ma J, Wang Z, Shen Y, Haapasalo M (2011) A new noninvasive model to study the
effectiveness of dentin disinfection by wusing confocal laser scanning

microscopy. J Endod 37(10), 1380-1385.



48

Morgental RD, Singh A, Sappal H, Kopper PM, Vier-Pelisser FV, Peters OA (2013)
Dentin Inhibits the Antibacterial Effect of New and Conventional Endodontic
Irrigants. J Endod 39(3), 406-410.

Norrington DW, Ruby J, Beck P, Eleazer PD (2008) Observations of biofilm growth on
human dentin and potential destruction after exposure to antibiotics. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 105(4), 526-529.

Ordinola-Zapata R, Bramante CM, Brandao Garcia R et al. (2012) The antimicrobial
effect of new and conventional endodontic irrigants on intra-orally infected
dentin. Acta Odontol Scand, 2012/05/23 edn.

Ordinola-Zapata R, Bramante CM, Cavenago B et al. (2012) Antimicrobial effect of
endodontic solutions used as final irrigants on a dentine biofilm model. Int
Endod J 45(2), 162-168.

Pappen FG, Shen Y, Qian W, Leonardo MR, Giardino L, Haapasalo M (2010) In vitro
antibacterial action of Tetraclean, MTAD and five experimental irrigation
solutions. Int Endod J 43(6), 528-535.

Portenier I, Haapasalo H, Orstavik D, Yamauchi M, Haapasalo M (2002) Inactivation of
the antibacterial activity of iodine potassium iodide and chlorhexidine
digluconate against Enterococcus faecalis by dentin, dentin matrix, type-I
collagen, and heat-killed microbial whole cells. J Endod 28(9), 634-637.

Portenier I, Waltimo T, Orstavik D, Haapasalo M (2006) Killing of Enterococcus
faecalis by MTAD and chlorhexidine digluconate with or without cetrimide in
the presence or absence of dentine powder or BSA. J Endod 32(2), 138-141.

Roberts ME, Stewart PS (2005) Modelling protection from antimicrobial agents in

biofilms through the formation of persister cells. Microbiology 151(Pt 1), 75-80.



49

Shen Y, Stojicic S, Haapasalo M (2011) Antimicrobial efficacy of chlorhexidine against
bacteria in biofilms at different stages of development. J Endod 37(5), 657-661.

Simoes M, Pereira MO, Vieira MJ (2005) Effect of mechanical stress on biofilms
challenged by different chemicals. Water Res 39(20), 5142-5152.
Siqueira JF, Jr., Rocas IN (2008) Clinical implications and microbiology of bacterial
persistence after treatment procedures. J Endod 34(11), 1291-1301 ¢1293.
Sjogren U, Figdor D, Persson S, Sundqvist G (1997) Influence of infection at the time
of root filling on the outcome of endodontic treatment of teeth with apical
periodontitis. Int Endod J 30(5), 297-306.

Stojicic S, Shen Y, Qian W, Johnson B, Haapasalo M (2012) Antibacterial and smear
layer removal ability of a novel irrigant, QMiX. Int Endod J. 45(4), 363-371.

Stojicic S, Zivkovic S, Qian W, Zhang H, Haapasalo M (2010) Tissue dissolution by
sodium hypochlorite: effect of concentration, temperature, agitation, and
surfactant. J Endod 36(9), 1558-1562.

Stuart CH, Schwartz SA, Beeson TJ, Owatz CB (2006) Enterococcus faecalis: its role in
root canal treatment failure and current concepts in retreatment. J Endod 32(2),
93-98.

Wang Z, Shen Y, Haapasalo M (2012) Effectiveness of endodontic disinfecting
solutions against young and old Enterococcus faecalis biofilms in dentin canals.
J Endod 38(10), 1376-1379.

Wang Z, Shen Y, Ma J, Haapasalo M (2012) The effect of detergents on the
antibacterial activity of disinfecting solutions in dentin. J Endod 38(7), 948-953.

Zamany A, Spangberg LS (2002) An effective method of inactivating chlorhexidine.

Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 93(5), 617-620.



50

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME
DA CETRAMIDA ASSOCIADA AS SOLUCOES
IRRIGADORAS POR MICROSCOPIA

CONFOCAL DE VARREDURA A LASER

CAPITULO 2

*Artigo a ser submetido ao periddico Journal of Endodontics
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4.1 RESUMO

Introducio: O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antibiofilme de NaOCl e CLX
associadas a cetramida, ¢ do QMiX, por meio da microscopia confocal de varredura a
laser. Métodos: Biofilmes de E. faecalis (ATCC- 29212) foram induzidos sobre blocos
de dentina bovina por 14 dias. Os blocos de dentina contendo biofilme foram mantidos
por 1 minuto nas seguintes solucdes: hipoclorito de sdédio (NaOCl) 2,5%; NaOCl 2,5%
+ cetramida (CTR) 0,2%; clorexidina (CLX) 2%; CLX 2,5% + CTR 0,2%; CTR 0,2%;
QMiX. Apoés contato com as solugdes, o corante Live/Dead® BacLight foi aplicado
sobre os blocos de dentina para a analise do biofilme remanescente em microscopio
confocal de varredura a laser. As imagens foram avaliadas no software Biolmage L
quanto ao biovolume total (pm3), biovolume verde (células vivas) (],tm3) e percentual de
cobertura do substrato (%). Os resultados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e Dunn, com nivel de significancia de 5%. Resultados Nao foram
observados diferentes valores do biovolume total de micro-organismos apds uso de
CLX, CLX+CTR, CTR, QMiX e agua destilada (p>0,05). Os menores valores de
biovolume total e verde foram apresentados por NaOCl e NaOCI+CTR. CTR e QMiX
mostraram valores intermediarios para o biovolume verde, com agdo superior a CLX e
CLX+CTR (p<0,05). NaOCl e NaOCI+CTR mostraram grande capacidade de remocao
de micro-organismos e limpeza do substrato. QMiX ndo proporcionou eliminag¢do
bacteriana apresentando resultado intermedidrio. Conclusido: Conclui-se que a
cetramida nao influenciou na acdo da CHX. NaOCIl e NaOCI+CTR atuam sobre a

viabilidade, arquitetura e eliminacao de biofilme.

Palavras-chave: Agentes antibacterianos, biofilme, chlorexidina, detergentes,
Enterococcus faecalis, hipoclorito de sodio, irrigantes do canal radicular, microscopia

confocal de varredura a laser, QMiX.
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4.2 INTRODUCAO

O sucesso apos o tratamento endodontico esta relacionado a atuagdo sobre
micro-organismos (1). Agentes antimicrobianos sdo utilizados durante o preparo
biomecanico e em medicagdes intracanais. Enterococcus faecalis ¢ um micro-organismo
comumente relacionado ao insucesso apds tratamento endodontico (2-5), em fungdo de
sua persisténcia no sistema de canais radiculares ou pela recolonizagao via inadequado
selamento (6, 7). Apresenta diversos mecanismos de defesa e resisténcia, destacando-se
a capacidade de organizacdo em biofilme (5). No biofilme, os micro-organismos
envoltos pela matriz polimérica extracelular tendem a ter um baixo metabolismo,
apresentando maior resisténcia aos antimicrobianos, além da prépria matriz servir como

barreira para o transporte de moléculas para o seu interior (8).

As solugdes irrigadoras mais utilizadas no preparo de canais radiculares sdo
hipoclorito de sdédio (NaOCl) e clorexidina (CLX). O NaOCl apresenta ampla agdo
antimicrobiana e potencial de dissolugdo de material organico como tecido pulpar,
fibras coldgenas e biofilme bacteriano (9). A CLX também atua sobre uma gama de
micro-organismos, além de apresentar substantividade (10), entretanto ndo tem acao de

dissolucdo de matéria orgénica.

A microscopia eletronica de varredura mostra que CLX a 2% por 15 minutos
ndo ¢ capaz de remover biofilme da microbiota endodontica (11). A andlise por
microscopia confocal de varredura a laser demonstra que o NaOCl a 1% atua sobre a
viabilidade e arquitetura do biofilme, o que ndo ¢ observado para a CLX a 2% (12). Por
outro lado, a CLX nao mostra capacidade de dissolu¢do do biofilme e limpeza do

substrato apos 30 minutos de aplicacado (13).
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A adicdo de um surfactante as solugdes irrigadoras pode favorecer a acao
antibiofilme. Surfactantes podem diminuir a forca coesiva entre a matriz polimérica
extracelular e a parede celular bacteriana, promovendo desestruturagdo do biofilme (14,
15). CHX-Plus, que contém CLX associada a um surfactante, apresenta melhores
resultados que a CLX convencional sobre biofilme multiespécie (16, 17). Ao utilizar um
modelo com bactérias no interior dos tibulos dentinarios, Wang et al. em 2012
verificaram que apds 1 minutos de aplicagdo em dentina infectada por E. faecalis, a
CHX-Plus exibe agdo semelhante ao NaOCl a 6% ¢ a associacao de NaOCl a 2% com

cetramida (CTR), um surfactante catidnico (15).

QMiX (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK, USA) ¢ uma solugdo irrigadora que
associa CLX a 2%, EDTA a 17% e a CTR (18) e tem demonstrado atividade semelhante
a do NaOCl a 6% na desinfec¢do de tibulos dentinarios contaminados com E. faecalis
(19, 20). Sobre biofilme de E. faecalis, QMiX apresenta atividade antibacteriana
superior a CLX apods 1 minuto de contato (18). A CTR também estd presente em outras
solugdes irrigadoras comercializadas como Cloreximid, Tetraclean (21) Hypoclean (22)

e SmearClear (23).

A CTR a 0,0312% promove culturas negativas quando aplicada por 1 minuto
sobre biofilme de E. faecalis induzido por 24 horas (24). Na concentragdo de 0,2%,
elimina 100% dos micro-organismos em 1 minuto (25). Segundo Arias-Moliz et al.
(26), quando o 4cido latico foi combinado a CTR, o surfactante promoveu um aumento
da atividade antibiofilme sobre trés cepas de E. faecalis. A CTR também aumenta a
acdo antibiofilme de outras solugdes como EDTA, acido citrico (27) ¢ BioPure MTAD

(28).
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O presente estudo tem por objetivo a avaliacdo da atividade antibiofilme de
NaOClI e CLX associadas a CTR e de QMiX, por meio de microscopia confocal de

varredura a laser.

43 MATERIAL E METODO

4.3.1 Confeccao dos blocos de dentina

Como substrato para os biofilmes foram utilizados 42 blocos de dentina bovina
medindo 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura X comprimento X espessura) cortados por
disco diamantado em baixa velocidade em maquina de corte Isomet (Buehler,
LakeBluff, IL, EUA) e irrigacdo abundante. Apds os cortes, foi realizado polimento
com lixa d” dgua de granulacao 600 (3M, Ribeirdo Preto, SP, BR). Os blocos de dentina
foram colocados em um tudo de ensaio contendo agua destilada e levados a uma

autoclave para esterilizagdo a 121°C por 20 minutos (13, 29)

4.3.2 Inducao do biofilme sobre os blocos de dentina

Os blocos de dentina foram posicionados em placa de cultura celular de 24
pocos, individualmente. Foram dispensados 200uL da suspensdo bacteriana de E. faecalis
(ATCC- 29212), ajustada em espectrofotometro com DOgp=0,060, equivalente a 1x10’
unidades formadoras de colénia por mL (UFC mL™) e 1,8 mL de meio BHI, deixando os

corpos de prova totalmente submersos. As placas foram incubadas durante 14 dias a
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37°C, em incubadora de bancada com agitagdo orbital em ambiente de microaerofilia,

sendo o meio de cultura BHI renovado a cada 48 horas.

4.3.3 Contato direto entre biofilme e solucGes irrigadoras

Para avaliacdo da atividade antibiofilme, foram utilizadas solu¢des irrigadoras e

associacdes divididas em 7 grupos (Tabela 1), por 1 minuto de contato.

Para a verificagdo do efeito das solucdes irrigadoras sobre o biofilme, os blocos
foram enxaguados cuidadosamente em solucdo salina e a seguir imersos em 1 mL de
cada solucdo avaliada, por 1 minuto (n=3). No grupo controle negativo, os biofilmes
foram apenas enxaguados com agua destilada, sem sofrer nenhum tratamento. Apds o
periodo de contato entre os biofilmes e as solu¢des irrigadoras, os blocos de dentina
foram imersos em solugdes neutralizantes (Tabela 1) por 30 segundos e enxaguados

novamente em solucao salina.

Tabela 1. Divisdo dos grupos de pesquisa

Grupos Solucdes avaliadas Solucdes neutralizantes
experimentais
Grupo | NaOCl a 2,5%* Tiossulfato de sodio a 1%**
Grupo II NaOCl a 2,5% + CTR a 0,2%** Tiossulfato de soédio 1% + Tween 80
3%** + a-Lecitina 0,7%**
Grupo 111 CLX a 2%* Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo IV CLX a2%+ CTR a0,2% Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo V CTR a 0,2% Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo VI QMiX*** Tween 80 a 3% + a-Lecitina a 0,7%
Grupo VII Solugdo Salina a 0,85% Solugdo Salina a 0,85%

*Farmacia de Manipulagdo da Faculdade de Farmacia de Araraquara, Araraquara, SP,
Brasil.

** Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Sao Paulo, SP, Brasil.
*** Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, Estados Unidos da América.
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4.3.4 Analise do biofilme em microscopio confocal de varredura a laser

Para a andlise da a¢do antimicrobiana em microscopio confocal de varredura a
laser, os blocos de dentina com o biofilme bacteriano foram corados com a solugao
Live/Dead® BacLight (Invitrogen, Eugene, OR, USA), que apresentam os corantes
SYTO-9 e iodeto de propidio, e coram as células vivas (verde) e mortas (vermelho),
preparados imediatamente antes do uso. 50 uL de corante foram gotejados sobre cada
biofilme e as amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e
protegidos da luz. Posteriormente foram colocados sobre uma lamina de vidro e levadas
ao microscopio confocal de varredura a laser (Leica TCS-SPE; Leica Microsystems

GmbH, Mannheim, Alemanha), sendo analisados individualmente.

A anélise foi realizada com lente objetiva em aumento de 40X. Em cada uma das
amostras, foram observados 6 campos aleatorios, totalizando 18 campos por grupo. As
imagens foram capturadas a cada intervalo de 1,0 pm, no formato de 512 x 512 pixels,
usando o programa Leica Application Suite-Advanced Fluorescence (LAS AF, Leica
Microsystems GmbH). Cada imagem obtida representou uma area de 275 x 275 um®. As
imagens foram transferidas para o programa Biolmage L(30). A ferramenta “biofilm
analysis” foi empregada para avaliar os seis campos de cada amostra. Ao final do
processo de andlise, foi gerado um arquivo com extensdo XLS, o qual apresenta varias
planilhas, sendo duas com os dados de interesse. A primeira ¢ denominada biovolume-
stack e a segunda substratum, as quais nos fornece as variareis de interesse, como
biovolume total (um3), biovolume verde (um3) e percentual de cobertura do substrato
(%). Os resultados de cada grupo foram reunidos em uma coluna para fornecer uma
média Unica representativa dos 18 campos. Os resultados foram submetidos ao teste nao

paramétrico de Kruskal-Wallis, para comparagdo entre os grupos, seguidos pelo teste de
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Dunn, para detectar quais grupos diferem entre si em software GraphPad Prism v. 5.0
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA), com nivel de significancia de 5%

(p<0,05).

4.4 RESULTADOS

A Figura 1 ilustra as imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a

laser dos biofilmes apos 1 minuto de contato com as solugdes irrigadoras e associagdes.

A média, mediana, valor maximo e valor minimo do biovolume total (um’) e
biovolume verde (um’) estio expressos na Tabela 2. O percentual de cobertura do
substrato, representado pelo biofilme remanescente sobre a dentina ap6s o tratamento
com as solugdes irrigadoras estad apresentado na Figura 2:

Apds um minuto de contato, NaOCl e NaOCI+CTR apresentaram maior redugao
do biovolume total e biovolume verde, com diferenca significativa sobre todos os outros
grupos experimentais (p<0,05). Maior reducao do biovolume verde, representados
pelos micro-organismos vivos, foi observada com CTR e QMiX quando comparados a
CLX e CLX+CTR (p<0,05), que mostraram atividade semelhante a da adgua destilada
(p>0,05). NaOCl e NaOCI+CTR também mostraram grande capacidade de remocao de
micro-organismos € limpeza da dentina apds um minuto de contato com o biofilme, o
que nao foi observado com CLX, CLX + CTR e CTR. QMiX apresentou um valor
intermedidrio para a eliminagdo de micro-organismos sobre o substrato, sem diferenca

estatistica ao demais grupos (p<0,05).
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Figura 1. Reconstrugdo tridimensional dos biofilmes ap6s o tratamento por 1 minuto com as
solugdes irrigadoras e associagdes: A- Agua destilada, B- clorexidina, C- clorexidina +
cetramida, D- cetramida, E- QMiX, F- hipoclorito de soédio, G: hipoclorito de sodio +
cetramida.
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Tabela 2. Média, mediana, valor minimo e méaximo do biovolume total e verde (um?)

apos 1 minuto de contato entre o biofilme de E. faecalis e solugdes irrigadoras ou

associagdes.
Biovolume total (um3)
Agua NaOCl | NaOCl + CLX CLX + CTR QMiX
destilada CTR CTR
Média: 4,03x10° | 5,70x10* | 1,32x 10% | 4,38 x10° | 4,34x 10° | 2,22x10° | 1,05x 10°
Mediana: | 2,40x10° | 2,66x 10> | 3,58 x 10* | 1,21x10° | 2,62x10° | 1,63 x 10° | 9,96 x 10*
Minimo: | 3,20 x 10* 3,8x 10! 0 3,01 x 10* | 5,68 x 10* | 2,11 x 10° | 2,55 x 10*
Maximo: | 1,95x10° | 1,50x10° | 9,13 x10* | 2,9x10° | 1,30x10° | 6,64 x 10° | 2,17 x 10°
A B B A A A A
Biovolume verde (ums)
Agua NaOCl | NaOCl+ | CLX CLX + CTR QMiX
destilada CTR CTR
Média: 3,06x 10° | 4,93x10% | 406x10° | 2,04x10° | 327x10° | 1,92x10* | 1,72 x 10*
Mediana: 1,54x10° | 221x10* | 3,07x10% | 3,01 x 10* | 2,11 x10° | 559x 10° | 1,24 x 10*
Minimo: 2,87 x 10* 0 0 7,98 x 10> | 3,40x 10° | 1,71 x 10> | 1,35x 10°
Méximo: 1,89x10° | 1,37x10° |3,43x10* | 1,29x10° | 1,15x10° | 1,07 x 10° | 5,82 x 10*
a c c a a b b

Os valores seguidos por letras maitsculas diferentes apresentam diferenca estatistica

significativa para o biovolume total (um’) verificado apés 1 minuto de contato entre os

biofilmes de E. faecalis com as solugdes irrigadoras e associa¢des (p<0,05). Os valores seguidos

por letras minasculas diferentes apresentam diferenca estatistica significativa para o biovolume

verde (um?) (p<0,05).
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Figura 2. Box-plots dos percentuais de cobertura do substrato apds 1 minuto de contato com as
solugdes irrigadoras e associagdes. As letras diferentes indicam diferenga estatistica significante

entre os grupos (p<0,05).

4.5 DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana e de dissolu¢do do biofilme por solucdes irrigadoras
permite atuacdo no sistema de canais radiculares e areas como istmos, canais acessorios
e irregularidades. Diferentes substratos podem ser usados para indug@o de biofilme in
vitro como hidroxiapatita (28, 29) dentina humana (31, 32), dentina bovina (12, 33),
membrana de nitrocelulose (34) ou poliestireno (32). O tipo de substrato utilizado para a
inducdo influencia a capacidade de formagdo do biofilme (29, 32). A dentina bovina foi

escolhida por apresentar semelhanga a dentina humana, sendo de fécil obtencdo e
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comumente usada (12, 13, 29, 33), proporcionando adequada formacdo de biofilme

(29).

A avaliagdo de agentes antimicrobianos pode ser realizada sobre biofilmes em
diferentes estagios, desde 24 horas de indugdo até 16 semanas (16, 28, 35, 36). O
biofilme maduro usualmente apresenta maior resisténcia aos antimicrobianos (16, 20,
32). O modelo de biofilme utilizado é baseado na analise em microscopia confocal de
varredura a laser que demonstrou formacao de biofilme maduro sobre blocos de dentina

bovina apds 14 e 21 dias (29).

A microscopia eletronica de varredura permite a analise de micro-organismos na
superficie radicular (37), dentina radicular e tibulos dentinarios (11). Entretanto, apenas
a camada superficial pode ser observada. Na microscopia confocal de varredura a laser,
¢ possivel a sobreposi¢do de imagens e obtencdo de uma imagem 3D. O uso de
marcadores especificos fluorescentes permite a detecgdo de micro-organismos
determinando aspectos bioquimicos, fisiologicos, fisico-quimicos e verificacdo da

viabilidade celular (38).

O marcador Live/Dead® BacLight™ ¢ utilizado para avaliar a integridade da
membrana das células do biofilme. O kit € compostos por SYTO-9 e iodeto de propidio.
SYTO-9 marca com coloragdo verde fluorescente os acidos nucleicos das células
presentes, sejam micro-organismos vivos ou mortos, enquanto o iodeto de propidio
penetra somente nas células que apresentam danos a membrana citoplasmatica,
marcando os micro-organismos mortos (12, 17, 28). A excitacdo maxima para o

SYTO-9 ¢ 480/500 nm e para o iodeto de propidio 490/635 nm (17).

Ap0s a aquisi¢do de imagens, € necessario o uso de programas especificos como

o Biolmage L (30) que apresenta ferramentas para andlise do biofilme, como
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biovolume total, biovolume verde, biovolume vermelho, espessura média e percentual
de cobertura do substrato. Durante as andlises do biofilme no Biolmage L, o biovolume
total representa o volume ocupado por todas as células do biofilme. J& o biovolume
verde indica o volume ocupado apenas pelas células vivas e o percentual de cobertura
do substrato, a quantidade de biofilme residual ap6s determinado tratamento.

A analise da propor¢ao do volume de células vivas e mortas sobre o biovolume
total vem sendo aplicada em estudos que avaliam a atividade de solugdes irrigadoras
sobre biofilme (15, 17, 20, 28, 33). Entretanto, por se tratar de uma proporg¢ao,
resultados semelhantes entre grupos podem representar realidades distintas quando o
valor absoluto ¢ analisado. No presente estudo foram utilizados os reais valores

verificados em pum® para os biovolumes total e verde (12, 29).

De acordo com os resultados obtidos, somente NaOCl e NaOCI+CTR reduziram
consideravelmente o volume total de células do biofilme e foi verificada uma
quantidade minima de células viadveis remanescentes apds a utilizacdo destas
substancias. Nao houve reducdo satisfatoria do biovolume total de células bacterianas
apos o uso das demais solucdes irrigadoras e associagdes, porém uma pequena por¢ao
de micro-organismos permaneceram vidveis apos a aplicagdo de CTR e QMiX,
mostrando melhor a¢do que CLX e CLX+CTR sobre biofilme de E. faecalis. A
superioridade de QMiX sobre a CLX também foi observada por Stojicic et al. em 2012
(18) e Wang et al. em 2012 (20) sobre biofilmes. Apesar disso, no presente estudo,
QMiX ndo mostrou capacidade de reduzir a viabilidade celular sobre os biofilmes de
forma semelhante ao NaOClI, concordando com Ordinola-Zapata et al. (33). Um estudo
recente realizado por Morgental et al.(39) mostra que a dentina pode reduzir a atividade

antimicrobiana de QMiX, e o substrato utilizado para a indu¢do dos biofilmes no
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presente estudo foi a dentina bovina, o que pode justificar a sua baixa a¢do sobre os

micro-organismos.

Quanto a andlise de limpeza da dentina, foi verificado que NaOCI e
NaOCI+CTR apresentaram os melhores resultados. NaOCI tem apresentado atividade
de desestruturacao e dissolugdo do biofilme, proporcionando maior limpeza do substrato
apos sua aplicacdo, o que ndo pode ser observado quando a CLX ¢ utilizada (11-13, 18,

33, 36).

A combinacdo de CLX, CTR e EDTA na composicao de QMiX reduziu o
percentual de células bacterianas sobre a dentina apresentando valores intermediarios.
Como a concentracdo de CTR em QMiX ndo ¢ divulgada, uma maior quantidade do
surfactante, além da combinacdo com EDTA, poderia justificar a maior remoc¢ao das
células do biofilme sobre o substrato, quando comparado com a associagdo de

CLX+CTR empregada no estudo.

No presente estudo nenhumas das solugdes ou associagdes avaliadas foram
semelhantes ao NaOCIl sobre biofilme bacteriano e a presenca de CTR a 0,2% nao
favoreceu a atividade antibiofilme da CLX. Outros estudos devem ser realizados

avaliando possiveis associagdes com surfactantes em concentragdes variadas.

4.6 CONCLUSAO

Conclui-se que a cetramida ndo influenciou na acdo da CHX. NaOCl e
NaOCI+CTR sao irrigantes com atuagao sobre a viabilidade, arquitetura e eliminagdo de

biofilme.
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5 DISCUSSAO

No primeiro capitulo desta dissertacdo foi comparada a atividade antibacteriana
de solugdes irrigadoras convencionais combinadas com cetramida e também a do
irrigante que associa CLX, EDTA e cetramida (QMiX), sobre suspensdo de E. faecalis
(micro-organismos em fase planctonica) correlacionando com a atuagdo frente ao
biofilme. Os resultados evidenciam aumento da resisténcia aos antimicrobianos quando
0s micro-organismos se encontram organizados em biofilme. Este fato pode ser
explicado por diferentes mecanismos proporcionados por este tipo de organizacao, seja
pela restricdo fisica das moléculas oferecida pela matriz extracelular, seja pela redugdo
de oxigénio e nutrientes que faz com que os micro-organismos entrem em um estagio
estacionario de crescimento, ou pelas caracteristicas de resisténcia adquiridas *°.

Como ja descrito, E. faecalis além de ser um micro-organismo resistente,
apresenta capacidade de formar biofilmes (Apéndice 4). Desta forma, a avaliagdo da
atuacdo dos agentes antimicrobianos sobre esta forma de organizagdo bacteriana tem
grande importancia. Grande parte dos estudos com E. faecalis utiliza monoculturas,
entretanto, a infec¢do endodontica apresenta natureza polimicrobiana e por isso torna-se
importante em estudos futuros avaliar a a¢cdo dos antimicrobianos sobre este micro-
organismo associados a outras espécies encontradas em canais radiculares infectados >
61

Outro fator importante durante o estudo com biofilmes diz respeito ao substrato
utilizado. Alguns estudos demonstram que a dentina diminui consideravelmente a agdo
de agentes antimicrobianos ** ***°. Assim, pesquisas que relacionam uso de substincias
no sistema de canais radiculares devem, preferencialmente, utilizar a dentina como

substrato, visando a aproximacdo da realidade clinica. O estdgio de maturidade do
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biofilme também apresenta relevancia nos resultados, uma vez que ha resisténcia

o . . . ~ 34, 56, 71
progressiva as solugdes antimicrobianas com o aumento da sua maturagio’® ** 7!,

e
desta forma, organizagdes em estagios avangados devem ser empregadas em testes
como o contato direto entre substancias antimicrobianas sobre o biofilme, para simular
as condi¢des encontradas no sistema de canais radiculares®.

As solugdes irrigadoras convencionais como NaOCl e CLX e associagdes, assim
como CTR e QMiX mostraram atuagdo antimicrobiana sobre E. faecalis em fase
planctdnica, promovendo a total eliminagdo dos micro-organissos, da mesma forma que
Abdullah et al. ' (2005) notaram a presenca de culturas negativas de E. faecalis em 1
minuto de contato com NaOC]l, e em 15 minutos com a CLX a 0,2%. Portenier et al.>
(2006) verificaram completa eliminagdo dos micro-organismos em 5 minutos de contato
com CLX a 2% e em 10 segundos, quando a combinagdo de CLX e CTR foi
empregada. Stojicic et al.* mostraram que QMiX apresenta atividade antimicrobiana
sobre E. faecalis em fase planctonica em 5 segundos.

Sobre o biofilme de E. faecalis, o resultado de culturas negativas so6 foi
apresentado por NaOCl e NaOCI+CTR, mostrando que as demais solugdes possuem
somente a capacidade de redugdo dos micro-organismos apds 1 e 3 minutos de sua
utilizagao.

No segundo capitulo, o mesmo modelo de biofilme empregado no capitulo 1 foi
utilizado para a andlise da atividade apresentada pelas solugdes irrigadoras e
associacoes por meio da visualizagdo em microscopia confocal de varredura a laser. Por
este método de analise, a atividade antibiofilme exercida pelo NaOCI confirma a maior
capacidade de matar e remover os micro-organismos, promovendo a limpeza da dentina.

A CLX nio apresenta potencial de dissolu¢io de matéria organica®’, o que

dificulta a sua atuagdo nos micro-organismos presentes na estrutura interna do biofilme
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mantendo remanescente de biofilme sobre a dentina apds o uso desta solugdo irrigadora
(Apéndice 5).

Em canais radiculares infectados, a presenca de biofilme nas paredes dentinarias € no
interior de tibulos dentindrios representa um desafio durante a terapia endoddntica. A
dificuldade de matar e eliminar os micro-organismos do SCR pode promover o
insucesso do tratamento endoddntico.

Diante da presenca de micro-organismos planctonicos e em biofilme nos canais
radiculares infectados, deve-se dar preferéncia para as solugdes irrigadoras ou
associacoes que atuem de forma efetiva na morte e eliminagdo dos mesmos
contribuindo com o sucesso do tratamento. Assim, a solugdo de hipoclorito de sodio
apresentou vantagens para o emprego durante o preparo biomecadnico dos canais
radiculares. A associacdo de CTR ndo mostrou aumento da atividade antibacteriana e
antibiofilme sobre E. faecalis, porém, a presenga do surfactante podera influenciar em
outras propriedades, como a penetrabilidade do irrigante para o interior dos tibulos

dentindrios, por exemplo, que deverao ser melhor avaliadas em estudos futuros.
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6 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes do presente estudo, podemos concluir que:

NaOCl, NaOCI+CTR, CLX, CLX+CTR, CTR e QMiX eliminaram
completamente E. faecalis em fase planctonica.

Somente NaOCl a 2% e NaOCI associado a CTR a 0,2% apresentam atividade
significante sobre a viabilidade, arquitetura e eliminagdo do biofilme de E.
faecalis.

A cetramida a 0,2% nao favorece a atividade antibiofilme das solugdes
irrigadoras.

QMiX apresentou atividade antibiofilme semelhante 8 CLX a 2% e a CLX+CTR

ap6s 1 minuto de contato.
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APENDICE

Apéndice 1- Placa de cultura celular com os blocos de dentina posicionados individualmente e
deposicao de 200uL da suspensao de E. faecalis para a indugdo dos biofilmes.

Apéndice 2- Placa de cultura celular com os blocos de dentina posicionados individualmente e
deposicao de 180 uL. de meio BHI ap6s a contaminagdo, para a indugdo dos biofilmes.
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Apéndice 3- Placas de cultura com meio TSa nas quais foram semeadas as amostras
ap6s o contato direto entre as solucdes irrigadoras ou associagdes ¢ o biofilme de E. faecalis,
para a contagem das UFC mL™". I: NaOCl a 2,5% apés 3 minutos, II: CLX a 2%+CTR 0,2%
apos 3 minutos, III: QMiX apds 3 minutos.

Apéndice 4- Reconstrugdo tridimensional do biofilme corado com Live/Dead® BacLight apos
tratamento com agua destilada (controle negativo)

Apéndice 5- Reconstrucao tridimensional do biofilme corado com Live/Dead®
BacLight apos tratamento por 1 minuto com clorexidina.
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