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“O sucesso nasce do querer, da determinação e persistência em 

se chegar a um objetivo. Mesmo não atingindo o alvo, quem 

busca e vence obstáculos, no mínimo fará coisas admiráveis.” 

José de Alencar  
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E ainda que tivesse o dom de profecia, e conhecesse todos os mistérios e toda a 

ciência, e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal que transportasse os montes, e 

não tivesse amor, nada seria. O amor é sofredor, é benigno; o amor não é invejoso; o 

amor não trata com leviandade, não se ensoberbece. Não se porta com indecência, 

não busca os seus interesses, não se irrita, não suspeita mal; Não folga com a 

injustiça, mas folga com a verdade; Tudo sofre, tudo crê, tudo espera, tudo suporta.”  

1 Coríntios 13:2.4-7. 
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A jornada até aqui não foi fácil, mesmo com muitos tormentos e 

tribulações, o senhor não me desamparou. Com seu amor imensurável 

amparou-me em todos os momentos e me deu a certeza de que um dia eu 
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Agradeço Meu Deus e Nossa Senhora por mais essa vitória! 

Obrigada por ouvirem minhas preces e me usarem para transmitir amor, 
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“O correr da vida embrulha tudo. A vida é assim: esquenta e esfria, aperta e daí 

afrouxa, sossega e depois desinquieta. O que ela quer da gente é coragem...”.  

Guimarães Rosa 
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“Um dia você aprende... 

Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distâncias, 

e que, de fato, os bons e verdadeiros amigos foram a nossa própria família que nos 

permitiu conhecer“.  William Shakespeare 

E que a dádiva de Deus em nossas vidas é a nossa família. 

 

A minha mãe Nanci, mulher guerreira e determinada, por ser um 
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obstáculos para que eu conseguisse realizar meu sonho. Obrigada por ter 

estendido a mão em minhas quedas, pelo conforto nas palavras doces, 
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no meu potencial, confiar em mim e sonhar comigo. Sem vocês jamais 
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que eu era capaz de superar qualquer obstáculo e desafio que a vida me 
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Às minhas cunhadas Amanda e Marinna, vocês agora fazem parte 
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Pereirada, agradeço por compreenderem as festas de aniversário que não 

pude estar presente, as reuniões de família que não conseguir 

comparecer, as conquistas que tive que comemorar de longe, as viagens e 

shows desmarcados... Obrigada por possuírem um amor como esse e 

entenderem minha ausência durante sete anos longe de vocês. 

 

Aos meus sogros, Sérgio e Jailma, e meu cunhado Filipe, fazer parte 

da família de você é uma dádiva de Deus! Vocês me acolheram com muito 

amor e carinho e sempre torceram pelo meu sucesso. Além disso, 

compartilharam comigo o que possuem de mais sagrado, o Serginho. 

Agradeço muito pelas torcidas e orações, elas foram fundamentais para 

que eu conseguisse alcançar com louvor essa vitória. 

Às minhas amigas do Piada Íntima, vocês são as melhores amigas do 

mundo! Sempre estiveram presentes durante todo meu crescimento 

pessoal e profissional e são meu maior orgulho e exemplo de amizade 
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A minha co-orientadora Profa. Dra. Denise Madalena Palomari 
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me acolher com tanto amor em sua equipe, por me acalmar quando 

chegava desesperada com os experimentos que não davam certo, por me 

dar uma luz quando achava que os resultados estavam “cabulosos” 

demais, pelas palavras sempre acolhedoras e por ser muito mais do que 

uma co-orientadora, uma grande amiga que quero ter para sempre. Com 

certeza só consegui chegar onde estou devido a sua paciência e atenção 
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A minha amiga de mestrado, Thamiris Orrico Rodrigues toda minha 

gratidão pela amizade e companheirismo! Você é uma pessoa incrível e de 

uma gentileza indescritível! Valeu todos esses anos compartilhando com 

você os conhecimentos e aprendizados! Sua amizade foi de uma 

importância enorme para mim durante essa fase em que estávamos e eu 

vou levá-la para sempre comigo! Torço muito pelo seu sucesso e sei que 

você será uma excelente profissional. Valeu todos os obstáculos que 

conseguimos superar juntas!  
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“Cada pessoa que passa em nossa vida, passa sozinha, é porque cada pessoa 

é única e nenhuma substitui a outra! Cada pessoa que passa em nossa vida passa 

sozinha e não nos deixa só porque deixa um pouco de si e leva um pouquinho de nós. 
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Estrêla RP. Atividade antimicrobiana da carbodiimida (EDC) sobre microrganismos 

presentes em lesões cariosas. [Dissertação Mestrado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2014. 

 

RESUMO 

Tem sido demonstrado que a carbodiimida (EDC) apresenta notável potencial inibidor 

de proteases (MMPs) e de melhorar as propriedades mecânicas do colágeno quando 

aplicada sobre a dentina desmineralizada. Entretanto, não existem informações a 

respeito de sua ação antimicrobiana sobre microrganismos comumente encontrados 

em lesões de cárie ou mesmo após a sua remoção. Objetivo: Investigar a atividade 

antimicrobiana do EDC em diferentes concentrações sobre microrganismos presentes 

em cavidades cariosas. Métodos: Soluções de EDC foram preparadas e testadas contra 

S. mutans e sobrinus, L. acidophilus e Candida albicans. Inicialmente, foi utilizado o 

teste de difusão em ágar, no qual discos de papel filtro foram impregnados com EDC 2, 

1, 0,5, 0,3 ou 0,1 mol/L, clorexidina 0,12%, nistatina 1%  ou tampão Sorensen pH 6,2 

(n=6). Em seguida, foi determinada a concentração inibitória mínima (CIM) e 

bactericida mínima (CBM) do EDC sobre L. acidophilus em suspensão planctônica (n=9), 

por meio de turvamento. Por fim, a atividade do EDC (de 0,01  à 2 mol/L) sobre L. 

acidophilus em biofilme monoespécie foi definida por meio do ensaio de XTT (n=6). Os 

dados foram submetidos aos testes estatísticos de ANOVA e Tukey ou Mann-Whitney 

(p<0,05). Resultados: No teste de difusão em ágar, nenhuma atividade antimicrobiana 

foi observada para EDC nas concentrações de 0,1 e 0,3 mol/L, assim como para o grupo 
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controle. EDC 0,5, 1 e 2 mol/L exerceu efeito antimicrobiano apenas sobre L. 

acidophilus. A CIM do EDC foi de 0,01 mol/L e a CBM foi de 0,03 mol/L. Todas as 

concentrações de EDC igual ou superiores a 0,05 mol/L foram capazes de reduzir 

significantemente o metabolismo do biofilme formado por L. acidophilus. Essa redução 

variou de 84,2 para 0,05 mol/L até 93,4% para 2 mol/L. Conclusão: O EDC apresentou 

atividade antimicrobiana apenas contra L. acidophilus reduzindo significantemente o 

crescimento deste microrganismo quando em suspensão planctônica e o seu 

metabolismo quando em biofilme monoespécie a partir de 0,05 mol/L. 

 

Palavras-chave: Etildimetilaminopropil carbodi-imida, antibacterianos, Lactobacillus 

acidophilus 
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Estrêla RP. Antimicrobial activity of carbodiimide (EDC) against caries-related 

microorganisms. [Dissertação Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 

UNESP; 2014. 

 

ABSTRACT  

It has been demonstrated that carbodiimide (EDC) is a potent protease inhibitor 

(MMPs) and is able to improve the mechanical properties of collagen when applied on 

the demineralized dentin. However, there is no information about its antimicrobial 

effect on microorganisms commonly found in caries lesions or even after its removal. 

Objective: To investigate the antimicrobial activity of different concentrations of EDC 

against microorganisms present in caries lesions. Methods: EDC solutions were 

prepared and tested against S. mutans and sobrinus, L. acidophilus and Candida 

albicans. Initially, the agar diffusion test was used, where paper discs were 

impregnated with 2, 1, 0.5, 0.3 or 0.1 mol/L EDC, 0.12% chlorhexidine, nistatin 1% or 

Sorensen’s buffer pH 6.2 (control) (n=6). Then, the minimum inhibitory (MIC) and 

bactericide concentrations (MBC) of EDC were determined against L. acidophilus using 

turbidity. Finally, the growth inhibitory activity of EDC (from 0.01 to 2 mol/L) against L. 

acidophilus in monoespecies biofilm was defined using the XTT assay (n=6). Data were 

submitted to ANOVA and Tukey tests or Mann-Whitney (p<0.05). Results: For the agar 

diffusion test, lack of antimicrobial activity was seen for EDC at 0.1 and 0.3 mol/L, as 

well as for the control group. 0.5, 1 and 2 mol/L EDC exerted a growth inhibitory effect 

only against L. acidophilus. The MIC for EDC was set as 0.01 mol/L and the MBC as 0.03 
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mol/L. Concentrations equal to or greater than 0.05 mol/L were capable of significantly 

reducing the metabolism of L. acidophilus when in monospecies biofilm. This reduction 

ranged from 84.2% for 0.05 mol/L to 93.4% for 2 mol/L. Conclusion: EDC exerted 

antibacterial activity only against L. acidophilus significantly reducing its growth in 

planktonic suspension and its metabolism in biofilms in the concentration of 0.05 mol/L 

or higher. 

 

Keywords: Ethyldimethylaminopropyl Carbodiimide, anti-bacterial agents, Lactobacillus 

acidophilus 
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1 Introdução 

 

A degradação da união resina-dentina vem sendo relatada como fator limitante 

da durabilidade das interfaces adesivas (Breschi et al.14, 2008; Hebling et al.37, 2005; 

Liu et al.53, 2011; Pashley et al.81, 2011). Este fenômeno ocorre de forma gradual 

devido a deterioração da porção resinosa da união, bem como pela clivagem das 

fibrilas de colágeno ao longo do4tempo (Pashley et al.81, 2011). Durante a remoção do 

conteúdo mineral superficial da dentina pelo condicionamento ácido, o colágeno 

dentinário é exposto e proteases como as metaloproteinases da matriz (MMPs) e 

cisteínas catepsinas, são liberadas e ativadas (Tersariol et al.105, 2010; Zhang, Kern 126 

2009).  Mesmo após a impregnação das fibrilas desmineralizadas pelos monômeros do 

sistema adesivo, zonas de colágeno permanecem expostas (Hashimoto et al.36, 2000; 

Nakabayashi et al.71, 1998; Spencer et al.98; 2004; Wang,  Spencer119 2003) e altamente 

suscetíveis a degradação enzimática (Fanchon et al.26, 2007).  

As MMPs desempenham um papel importante e benéfico no processo de 

remodelação e formação da matriz extracelular e algumas atuam na mineralização da 

dentina (Fanchon et al.26, 2007). No entanto, também participam do processo 

inflamatório, ocorrência de metastase de tumores, doenças periodontais e lesões de 

cárie, destruindo o colágeno e outras proteínas da matriz extracelular (Chaussain-

Miller et al.19, 2006; Kukacka et al.49, 2005; Liu et al.53, 2006; Nemeth et al.74, 2002; 

Tjäderhane et al.112, 1998).  
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A atividade das MMPs também se faz presente na união resina-dentina, 

resultando na perda da resistência de união à dentina em longo prazo devido à 

degradação do colágeno exposto na camada híbrida (Brackett et al.11, 2007; Carrilho et 

al.17, 2007; Brackett et al.10, 2009; Ricci et al.86, 2010), quer seja no momento de sua 

formação ou devido a lixiviação de monômeros e oligômeros em decorrência da ação 

da água circulante na interface (Hashimoto et al.36, 2000). 

Visando reduzir a atividade destas proteases e preservar a integridade da 

interface adesiva em longo prazo, a clorexidina tem sido utilizada como um inibidor 

inespecífico de MMPs (Brackett et al.11, 2007; Brackett et al.10, 2009; Carrilho et al.17, 

2007; Gendron et al.28, 1999; Hebling et al.37, 2005; Ricci et al.86, 2010), mostrando-se 

também eficiente contra catepsinas (Scaffa et al.89, 2012), além de apresentar 

comprovado efeito antibacteriano (Twetman et al.115, 2004). No entanto esta 

substância é solúvel em água e pode sofrer lixiviação da camada híbrida, 

comprometendo sua eficácia ao longo do tempo (Ricci et al.86, 2010).  

Uma alternativa para aumentar a qualidade e longevidade das restaurações 

adesivas é o tratamento da dentina desmineralizada com agentes cross-linkers 

inespecíficos, capazes de promover o aumento do número de ligações cruzadas intra e 

inter moléculas de colágeno, assim como inter fibrilas de colágeno (Al-Ammar et al.2, 

2009; Bedran-Russo et al.6, 2010). O 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC) 

é capaz de agregar aminoácidos em peptídeos, por meio da ativação de grupos 

carboxila dos ácidos glutâmico e aspártico presentes nas proteínas (Timkovich,110 

1977; Zeeman et al.125, 1999), resultando em cross-links sem grupos residuais ativos 

(Olde et al.79, 80, 1996). Além de não apresentar citotoxicidade transdentinária sobre 
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células odontoblastóides (Scheffel DLS, em fase de elaboração*), o EDC é capaz de 

melhorar as propriedades mecânicas do colágeno desmineralizado, tornando-o mais 

resistente a degradação enzimática (Bedran-Russo et al.6, 2010) e de inativar MMPs, 

ligando-se covalentemente ao sítio ativo destas proteases (Scheffel et al.90, 2013; 

Tezvergil-Mutluay et al.107, 2012). Deste modo, sugere-se que a inativação gerada pelo 

EDC dure muito mais do que a proporcionada pela clorexidina (Scheffel DL et al.90, 

2014).  

No entanto, seria desejável que além destas propriedades o EDC também fosse 

efetivo contra microrganismos presentes nas lesões cariosas, uma vez que estes 

permanecem no substrato dentinário, mesmo após a remoção clínica total do tecido 

cariado.  Desta forma o EDC proporcionaria não só maior qualidade da interface 

adesiva por meio da biomodificação do colágeno e da inativação de MMPs, mas 

também por meio da assepsia da cavidade, reduzindo o número de microrganismos 

viáveis na dentina afetada por cárie. Até o momento, não são encontradas na 

literatura informações sobre a atividade antimicrobiana do EDC, fato este que motivou 

o desenvolvimento do presente estudo.  

 

 

  

* Scheffel DLS, Bianchi L, Soares DG, Basso FG, Sabatini C, de Souza Costa CA, Pashley DH, Hebling J. Transdentinal 

cytotoxicity of carbodiimide (edc) and glutaraldehyde on odontoblast-like cells. Aceito para publicação no 

periódico Operative Dentistry no dia 19 de maio de 2014 

 



Renata Pereira Estrêla                                                                                                                 Dissertação Mestrado     - 36 - 

 

 

 

 

  



Renata Pereira Estrêla                                                                                                                 Dissertação Mestrado     - 37 - 

 

2 Revisão da Literatura 

 

A dentina é um tecido tubular complexo e altamente mineralizado constituído, 

em peso, por 70% de conteúdo mineral, 20% de conteúdo orgânico e 10% de água 

(Embery et al.25, 2001). O conteúdo orgânico dentinário apresenta 90% de colágeno, 

principalmente do tipo I e 10% de proteínas não colagenosas e glicoproteínas 

(Yamakoshi et al.121, 2005).  

 O colágeno do tipo I é uma molécula heterotrimérica em forma de bastão, 

composta por três cadeias de polipeptídeos chamadas de cadeias α, sendo duas 

cadeias α1 e uma cadeia α2, que originam uma estrutura em tripla hélice (Yamauchi, 

Shiiba123, 2008). As moléculas de colágeno são capazes de se organizarem em fibrilas 

por meio de ligações covalentes denominadas de ligações cruzadas. Essas ligações 

endógenas estão presentes no interior e entre as moléculas de colágeno (Kagan, 

Ryvkin45, 2011), assim como entre as fibrilas, e promovem a viscoelasticidade, 

estabilidade e resistência características destas estruturas (Yamauchi122, 2000). 

Dentre as proteínas não colagenosas encontradas na dentina podem ser citadas 

as metaloproteinases da matriz (MMPs) e as cisteínas catepsinas, enzimas expressas 

pelos odontoblastos (Tersariol et al.105, 2010) durante a dentinogênese e aprisionadas 

no tecido após a mineralização da matriz dentinária (Mazzoni et al.64, 2009). As MMPs 

são endopeptidases zinco/cálcio dependentes que utilizam íons cálcio para manter sua 

estrutura terciária e íons zinco para exercer sua atividade catalisadora da hidrólise 

(Visse, Nagase118, 2003). Elas degradam componentes da matriz extracelular e regulam 

o metabolismo fisiológico e patológico de tecidos à base de colágeno (Visse, Nagase118, 
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2003). Também atuam no processo de formação da lesão de cárie em dentina 

(Chaussain-Miller et al.19, 2006; Tjäderhane et al.112, 1998) e, embora sua família seja 

constituída por vinte e seis membros identificados até o presente momento (Hannas et 

al.34, 2007), apenas as MMP-2, MMP-9 (gelatinases) (Toledano et al.114, 2010; Martin-

de las Heras et al.59, 2000; Mazzoni et al.64, 2009), MMP-3 (estromelisina) (Mazzoni et 

al.62, 2011), MMP-8 (colagenase) (Sulkala et al.101, 2007) e MMP-20 (amelolisina) 

(Sulkala et al.100, 2002) tem sido relacionadas ao processo de degradação da união 

resina-dentina (Pashley et al.82, 2004). 

As cisteínas catepsinas são doze proteases que diferem entre si em estrutura, 

mecanismo catalítico e em sua afinidade por diferentes substratos. Na cavidade bucal, 

participam de várias condições fisiológicas e patológicas (Dickinson et al.24, 2002), 

como a formação de dentina peritubular (Tersariol et al.105, 2010), o processo de 

formação da cárie dentinária (Perdigão et al.84, 2013; Tjäderhane et al.112, 1998), a 

reabsorção óssea (Söderström et al.97, 1999) e a hidrólise das fibrilas de colágeno em 

pequenos peptídeos (Kafienah et al.44, 1998). 

Na dentina mineralizada, as fibrilas de colágeno são protegidas da ação das 

MMPs e catepsinas pelo seu envólocro de cristais de hidroxiapatita. A remoção do 

conteúdo mineral superficial durante o condicionamento com ácido fosfórico expõe o 

colágeno e cria nanoporosidades necessárias para a infiltração dos monômeros do 

sistema adesivo e o estabelecimento da camada híbrida (Nakabayashi et al.70, 1982). 

Assim, a adesão ao substrato dentinário é baseada na substituição do material 

inorgânico pela resina sintética, resultando em um embricamento micromecânico dos 

polímeros formados in situ com a estrutura dental. 
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 Embora ocorra a impregnação das fibrilas expostas pelo 

condicionamento ácido pelos monômeros do sistema adesivo, zonas de colágeno 

permanecem expostas no interior da camada híbrida (Spencer et al.98, 2004; Wang, 

Spencer118 2003; Nakabayashi et al.71, 1998; Hashimoto et al.36, 2000), as quais são 

altamente suscetíveis à hidrólise mediada (Fanchon et al.26, 2007) pelas MMPs e 

cisteínas catepsinas liberadas e ativadas (Matee et al.60, 1992; Tersariol et al.105, 2010; 

Zhang, Kern126, 2009) durante os procedimentos adesivos (Mazzoni et al.63, 2006; 

Scaffa et al.89, 2012), assim como àquela mediada diretamente pela água circulante na 

interface. O resultado dessa degradação, a qual concomitantemente também está 

ocorrendo com os polímeros pela ação da água (processo de plastificação da resina), é 

a falência funcional da união resina-dentina em longo prazo. 

 Visando reduzir a degradação da união adesiva, agentes inibidores de 

proteases como a clorexidina (CLX), o glutaraldeído (GA), o 1-etil-3-[3-

dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC), a proantocianidina (PA) e os quartenário de 

amônio tem sido aplicados à dentina desmineralizada previamente à aplicação do 

sistema adesivo (Gendron et al.28, 1999; Bedran-Russo et al.5, 2008; Bedran-Russo et 

al.6, 2010; Tezvergil-Mutluay et al.106, 2011). A clorexidina apresenta uma ampla 

atividade antimicrobiana (Carrilho16, 2012) e é um inibidor inespecífico de MMPs 

(Gendron et al.28, 1999) e cisteínas catepsinas (Scaffa et al.89, 2012). Por um 

mecanismo similar à quelação, a clorexidina interage com as MMPs impedindo que 

íons zinco e cálcio, presentes na dentina, se liguem à estas enzimas inibindo sua 

atividade (Carrilho16, 2012). Além disso, possui a capacidade de interagir com o sítio 

ativo das catepsinas dificultando a união dessas proteases ao substrato a ser 

degradado (Scaffa et al.89, 2012). Entretanto, a interação química da CLX com as fibrilas 



Renata Pereira Estrêla                                                                                                                 Dissertação Mestrado     - 40 - 

 

de colágeno é apenas eletrostática, não suficientemente forte para impedir sua 

lixiviação da camada híbrida, comprometendo assim sua eficácia ao longo do tempo 

(Ricci et al.86, 2010). 

Como alternativa à aplicação da clorexidina, o uso de agentes capazes de 

promover a formação de novas ligações cruzadas no colágeno dentinário tem sido 

proposto. A aplicação destas substâncias visa melhorar as propriedades mecânicas e 

reduzir a biodegradação da matriz orgânica da dentina exposta na união adesiva (Al-

Ammar et al.2, 2009; Bedran-Russo et al.6, 2010; Mazzoni et al.61, 2013). Os agentes 

formadores de ligações cruzadas (cross-linkers) podem ser tanto sintéticos, como o 

GLU e o EDC, quanto naturais, como a genipina e a PA (Scheffel et al.90, 2013; Scheffel 

et al.91, 2014; Sung et al.102, 2003; Bedran-Russo et al.6, 2010; Castellan et al.18, 2013). 

O EDC é um isômero de cianamida estável, capaz de agregar aminoácidos em 

peptídeos pela ativação do grupo carboxila dos ácidos glutâmico e aspártico presentes 

nas moléculas de colágeno (Timkovich110, 1977; Zeeman et al.125, 1999), formando um 

composto intermediário denominado O-acylisourea. Esse último, após reagir com um 

grupo amina livre proveniente, em sua maioria, da lisina e da hidroxilisina presentes 

nas moléculas de colágeno (Olde Damink et al.79, 80, 1996; Bedran-Russo et al.6, 2010) 

origina uma nova ligação peptídica e libera como subproduto da reação a uréia (Olde 

Damink et al. 79, 80, 1996), facilmente solúvel em água.  

O EDC não apresenta citotoxicidade transdentinária sobre células 

odontoblastóides quando utilizado em concentrações de até 0,5 mol/L (Scheffel DLS, 

em fase de elaboração), e além de aumentar o módulo de elasticidade e a temperatura 

de degradação do colágeno em períodos de aplicação condizentes com os 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ricci%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20662916
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procedimentos clínicos, ou seja, 30 e 60 segundos (Scheffel et al.91, 2014), também é 

capaz de inibir MMPs ao reagir com os ácidos glutâmico e aspártico presentes na 

estrutura e no sítio ativo destas enzimas (Scheffel et al.90, 2013), causando a redução 

da mobilidade molecular. 

Assim como nos protocolos de adesão de compósitos ao tecido dentinário, no 

processo carioso também ocorre à dissolução do componente mineral da dentina e 

exposição da matriz orgânica à ação de proteases do hospedeiro (MMPs e catepsinas) 

e também das provindas dos microrganismos que infectam a lesão de cárie (Chaussain-

Miller et al.19, 2006). As MMPs e as cisteínas catepsinas têm um papel importante na 

patogenicidade da cárie, degradando os componentes da matriz dentinária 

(Nascimento et al.72, 2011), assim como as colagenases produzidas por microrganismos 

presentes em lesões cariosas, como Streptococcus mutans e sobrinus (Harrington35, 

1996), Lactobacillus acidophilus e Candida albicans (Lima et al.52, 2009). Em lesões de 

cárie dentinária existe uma superexpressão de genes que codificam para colagenases e 

outras proteases que atuam na degradação das proteínas dentinárias, especialmente 

do colágeno (Simón-Soro et al.96, 2013). 

A lesão de cárie tem início com a colonização de bactérias gram-positivas, 

particularmente os gêneros Lactobacillus, Actinomyces e Streptococcus. Os 

Streptococcus mutans são a espécie predominante nas lesões em geral (Becker et al.4, 

2002), enquanto os Streptococcus sobrinus possuem um forte envolvimento na cárie 

da primeira infância (Okada et al.78, 2005). Na lesão superficial de cárie há o 

favorecimento do crescimento de anaeróbios facultativos enquanto que, a microflora 
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encontrada nas regiões mais profundas é dominada por organismos obrigatoriamente 

anaeróbicos (Simón-Soro et al.96, 2013).  

Streptococcus mutans e sobrinus, Lactobacillus acidophilus e Candida albicans 

são brevemente descritos a seguir por terem sido alvo de avaliação do presente 

estudo. Os S. mutans são bactérias gram-positivas, consideradas como a espécie mais 

cariogênica da cavidade oral (Loesche55, 1986) e possuem propriedades acidogênicas e 

acidúricas, permitindo que o microrganismo sobreviva e se prolifere em pH baixo 

(Bradshaw et al.12, 1989). Esses microrganismos utilizam sacarose para produzir 

exopolissacáridos (EPS), que atuam como pontos de ancoragem para outras bactérias 

(colonizadores secundários) como Lactobacillus acidophilus e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Além disso, são um dos principais contribuintes para o 

desenvolvimento de doenças bucais como abscessos odontogênicos e infecções do 

canal radicular (Suci, Young99, 2011; Patel et al.83, 2013) e podem também formar 

biofilmes por um mecanismo independente de sacarose (Brown et al.15, 2005). 

Sua característica acidúrica, modulando vias metabólicas de açúcares 

juntamente com uma ligação irreversível aos tecidos dentários é um componente 

fundamental para sua patogenicidade (Metwalli et al.67, 2013). Seus principais traços 

de virulência ainda envolvem sua capacidade de produzir quantidades elevadas de 

ácidos orgânicos (acidogenicidade) a partir da metabolização de carboidratos e de 

realizar a síntese extracelular de homopolímeros de glucana a partir da sacarose, que 

desempenham um papel fundamental na fixação inicial, colonização e acúmulo de 

biofilme em superfícies dentárias (Bowen, Koo9 2011; Loesche55, 1986).  
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S. sobrinus apresentam bioquímica e virulência diferentes dos S. mutans e sua 

presença na saliva está associada à um aumento de lesões de cárie em superfícies lisas 

(Hirose et al.39, 1993; Madison et al.57, 1991). Estes microrganismos se aderem com 

maior facilidade à películas formadas por glicosiltransferases sobre a hidroxiapatita 

quando comparados ao S. mutans (Gibbons et al.29, 1986). Assim, sua colonização na 

cavidade bucal é mais sacarose-dependente e sua adesão é aumentada quando a 

película é exposta a sacarose e permite a síntese de glucana (Gibbons et al.29, 1986). 

Além de serem mais acidogênicos e possuírem uma virulência maior (Colby, 

Russel20 1997; Hirasawa, Takada38, 2003) que o S. mutans, são capazes de produzir 

uma maior quantidade de ácidos em pH baixos (de Soet et al.23, 1989). Assim como 

ocorre para os S. mutans, os polímeros extracelulares são o principal componente dos 

biofilmes formados por esses microrganismos e auxiliam na sua aderência. Já os 

intracelulares agem como reservas energéticas, permitindo o metabolismo bacteriano 

na produção de ácidos por certo período de tempo mesmo após a remoção dos 

carboidratos da dieta (Jakubovics et al.42, 2005). 

Os Lactobacillus são bacilos Gram-positivos que possuem um papel benéfico 

devido à sua capacidade de produzir agentes antimicrobianos, como peróxido de 

hidrogênio e bacteriocinas, que podem impedir espécies patogênicas de prosperar 

(Zhu et al.127, 2000, Teanpaisan et al.104, 2011). Sendo assim, eles podem ser utilizados 

como probióticos (Ahola et al.1, 2002). Considerados patógenos secundários 

importantes na cárie dentária (Van Houte117, 1994), principalmente em lesões 

profundas, os Lactobacillus produzem ácido lático a partir de açúcares fermentáveis e 

são capazes de viver em ambientes altamente ácidos (Mei et al.66, 2013). As espécies 
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mais frequentemente encontradas nas lesões de cárie são: Lactobacillus rhamnosus e 

Lactobacillus acidophilus (Knight et al.47, 2008). Os Lactobacillus, por si só, não podem 

formar o bofilme sobre a superfície dentária e dependem de polissacarídeos 

extracelulares produzidos por outros organismos orais, principalmente estreptococcus, 

para colonizar a superfície (Wen et al.120, 2010). 

As leveduras do gênero Candida são patógenos oportunistas que podem causar 

infecções na mucosa (Nikawa et al.75, 1998). É sugerido que Candida albicans participa 

no processo de formação da lesão de cárie (Moalic et al.68, 2001; Nikawa et al.76, 

2003), principalmente em crianças, adolescentes e adultos jovens (Moalic et al.68, 

2001; de Carvalho et al.21, 2006). Estes microrganismos estão frequentemente 

presentes na cavidade bucal de crianças com cárie da primeira infância, semelhante ao 

S. mutans e Lactobacilus (de Carvalho et al.21, 2006).  

A C. albicans tem um papel importante no estabelecimento do biofilme, uma 

vez que promove a formação de uma matriz de glicanos capaz de aumentar a 

capacidade de adesão dos S. mutans na superfície do esmalte dental (Gregoire et al.32, 

2011). Além disso, está envolvida na progressão da cárie devido à sua elevada 

acidogenicidade (Signoretto et al.95, 2009; Klinke et al.46, 2011; Lai, Li50 2011) e por 

apresentar uma forte aderência ao colágeno (Makihira et al.58, 2002).   

A lesão da cárie em dentina possui uma zona externa, denominada dentina 

infectada e uma mais interna, conhecida como dentina afetada, diferentes em textura 

e composição. A dentina infectada é caracterizada por um tecido dentinário necrótico, 

com perda praticamente completa do seu conteúdo mineral, rede de colágeno 

irreversivelmente degradada e presença de um grande número de microrganismos 
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essencialmente proteolíticos (Ogawa et al.77, 1983). A dentina afetada apresenta-se 

mais endurecida, porém com menor conteúdo mineral e maior presença de 

porosidades na zona de dentina intertubular quando comparada a dentina hígida 

(Yoshiyama et al.124, 2000; Zheng et al.127, 2003). Embora apresente uma rede de 

colágeno desorganizada, ainda é passível de remineralização e tem menor número de 

microrganismos (Ogawa et al.77, 1983).  

Mesmo após a remoção da dentina infectada, microrganismos permanecem na 

dentina afetada por cárie, sendo impossível a esterilização da cavidade a ser 

restaurada.  Diante disto, seria desejável que substâncias capazes de favorecer a 

durabilidade na união resina-dentina também atuassem como agentes 

antimicrobianos, proporcionando a assepsia da dentina previamente a aplicação do 

sistema adesivo. 

A CLX, além de inibir MMPs e cisteínas catepsinas na união resina-dentina, é 

um biocida utilizado em produtos anti-sépticos como desinfetante e conservante. 

Possui um amplo espectro antimicrobiano e alta substantividade para a pele e mucosa 

(McDonnell, Russell65, 1999). Sua característica molecular é hidrófoba e lipofílica e é 

carregada positivamente. Sua eficácia ocorre devido à alteração do equilíbrio osmótico 

das células bacterianas por meio da interação eletrostática da CHX com fosfolípidos e 

lipopolissacáridos presentes na membrana celular dos microrganismos (Athanassiadis 

et al.3, 2007; Tirali et al.110, 2013).  

O EDC é comprovadamente um biomodificador do colágeno dentinário e 

inibidor de MMPs, favorecendo a estabilidade e durabilidade da interface adesiva 

(Bedran-Russo et al.6, 2010; Scheffel et al.89, 2013). No entanto, não há na literatura 
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informações sobre seu potencial de reduzir ou impedir o crescimento de 

microrganismos associados ao estabelecimento e progressão do processo de cárie.  
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3 PROPOSIÇÃO GERAL 

O presente estudo teve como objetivo geral investigar o potencial 

antimicrobiano do EDC sobre microrganismos presentes em lesões cariosas. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar a atividade antimicrobiana de diferentes concentrações de EDC 

sobre Streptococcus mutans, streptococcus sobrinus, Lactobacillus acidophilus e 

Candida albicans; 

 Determinar a concentração inibitória minima (CIM) e a concentração 

bactericida minima (CBM) das concentrações de EDC sobre L. acidophilus em 

suspensão planctônica; 

 Investigar a atividade antimicrobiana das diferentes concentrações de EDC 

sobre o metabolismo de L. acidophilus em biofilme monoespécie. 
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4 Material e Método 

4.1 Isolados bacteriano e fúngico  

Foram utilizadas cepas de referência de Streptococcus mutans [American Type 

Culture Collection (ATCC) 25175], Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356), Streptococcus 

sobrinus (ATCC 27607) e Candida albicans (ATCC 90028). Previamente aos 

experimentos, as espécies bacterianas foram reativadas em meio de cultura BHI (Brain 

Heart Infusion Broth, HIMEDIA Laboratories PVT. LTD., Mumbai, India,) e mantidas em 

sistema de jarra de microaerofilia a 37 °C por 48 h. 

Candida albicans foi reativada em meio de cultura TSB (Triptic Soy Broth, 

Neogen Corporation, Lansing, Michigan, EUA) e incubada a 37 °C por 48 h.  

 

4.2 Reativação das espécies 

Os isolados foram reativados em 5 mL de meio de cultura BHI ou TSB e 

mantidos a  37 oC por 18 h em uma concentração final de 1x107 UFC/mL. Após o 

crescimento, a suspensão foi centrifugada (Centrífuga Microprocessada Rotor 

Horizontal para Microplacas - Spinlab SL-5M, Bimodol, Ribeirão Preto, São Paulo, 

Brasil) a 21,465 rcf por 5 minutos. O meio de cultura (sobrenadante) foi aspirado e os 

microrganismos foram lavados delicadamente duas vezes com solução salina de 

tampão fosfato (PBS) esterilizada (Apêndice) previamente à adição de 5 mL de novo 

meio. Em seguida, o material resultante (microrganismo + meio) teve sua turbidez 

ajustada com o auxílio de espectrofotômetro (BioPhotometer Plus, Eppendorf, São 

Paulo, Brasil)  no comprimento de onda 600 nm, até que fosse atingida a absorbância 

determinada previamente ao experimento, correspondente a uma suspensão para 
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solução estoque de 1x107 UFC/mL. A suspensão dos microrganismos foi utilizada no 

prazo máximo de 60 minutos após o ajuste da concentração.  

 

4.3 Preparo das soluções de EDC e de Digluconato de Clorexidina 

Soluções de EDC (Fluka, Sigma-Aldrich, MO, EUA) foram preparadas 

imediatamente antes do uso nas seguintes concentrações: 2 mol/L, 1 mol/L, 0,5 mol/L, 

0,3 mol/L e 0,1 mol/L (Tabela 1). Como solvente, foi utilizada solução tampão Sorensen 

[Apêndice], pH 6,2. Para o preparo do digluconato de clorexidina 0,12% (CLX), foram 

diluídos 0,300 mL de digluconato de clorexidina 2% [veículo aquoso, fabricado com 

água destilada e acrescentado nipagin 0,1%] (Arte Ciência Farmacêuticas, Cosméticas, 

Homeopáticas e Florais; Araraquara, São Paulo, BR) em 4,7 mL de água deionizada 

previamente esterilizada. 

 

 

Tabela 1 - Soluções de EDC (soluto) preparadas em tampão Sorensen (solvente) pelo 

método de microdiluição. 

Concentração 

final 

Massa (g) do 

soluto (EDC) 

Volume (mL) 

do solvente 

Volume (mL) 

concetração 

2 mol/L 

2 mol/L 1,92 5 - 

1 mol/L - 0,500 0,500 

0,5 mol/L - 0,750 0,250 

0,3 mol/L - 0,850 0,150 

0,1 mol/L - 0,950 0,050 
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4.4 Teste de Difusão em Ágar 

Os testes de difusão em ágar foram realizados seis (n=6) vezes para cada 

solução e cepa, em placas Petri esterilizadas (140 mm de diâmetro x 15 mm de altura) 

com camada base. Essa camada foi obtida com 35 mL de meio de cultura BHI Agar 

(Brain Heart Infusion Agar, Neogen Corporation, Lansing, Michigan, EUA) para as 

bactérias ou SDA (Sabourad Dextrose Agar, HIMEDIA Laboratories PVT. LTD., Mumbai, 

India) para o fungo, esterilizado em autoclave a 120 oC por 15 minutos e resfriados até 

cerca de 50 oC. Em seguida foram acrescidos ao meio 700 µL dos inóculos,  e a mistura 

foi vortexada antes de ser vertida nas placas Petri (Figuras 1 e 2). Depois da 

solidificação do meio, oito discos de papel filtro (Papel filtro Qualitativo 50 g, código: 

501.1250, Procedência Alemã, Unifil) esterilizados, de 4 mm de diâmetro, foram 

colocados em cada placa seguindo o gabarito estabelecido previamente ao 

experimento (Figura 3).  

 

  
Figura 1 - Homogeneização do 
meio de cultura (35 mL) com os 
microrganismos (700 µL) em 
vortex. 

Figura 2 - Meio de cultura (35 mL) específico,  
contendo 700 µL de microrganismo vertido 
em placa Petri. 
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Sobre cada disco de papel filtro foram adicionados 5 µL das soluções de EDC 

com auxílio de uma micropipeta (Figura 4). Como controle positivo foi utilizado CLX 

0,12% ou Nistatina, suspensão oral, (100.000 UI por dose de 1 mL, EMS S/A, 

Hodrolândia, São Paulo, BR) e o controle negativo foi representado pela solução 

tampão Sorensen, totalizando os sete discos por placa (Figura 3) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Placa Petri com camada base e discos 
de papel filtro distribuidos de forma 
equidistante. Aplicação das soluções (5 µL) nos 
discos de papel filtro já posicionados na placa 
com auxílio de micropipeta. 

Figura 3 - Gabarito utilizado para direcionar a posição dos discos de 

papel filtro. Seguindo uma ordem onde: 1) EDC 2 mol/L; 2) EDC 1 

mol/L; 3) EDC 0,5 mol/L; 4) EDC 0,3 mol/L; 5) EDC 0,1 mol/L; 6) CLX 

0,12% ou Nistatina e 7) Solução tampão Sorense. 
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As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas para pré 

difusão dos materiais e, após esse período, foram mantidas em estufa a 37 °C por 48 h 

de acordo com as condições fisiológicas de cada microrganismo (Candida albicans foi 

incubada em aerobiose e as espécies bacterianas em microaerofilia).  

A leitura dos diâmetros dos halos de inibição foi realizada por um único 

examinador não informado sobre a sequência das soluções (delineamento simples 

cego) com auxílio de um paquímetro digital (Mod. 500-144b, Mytutoyo Sul Americana 

Ltda., SP, Brasil) com resolução de 0,1 mm. Foram realizadas três medidas alternadas 

do maior diâmetro do halo formado ao redor dos discos e a média foi calculada para a 

análise dos dados. Ao final do experimento foram obtidos seis (n=6) valores por 

solução/microrganismo. 

Para a determinação da CIM e CBM, foram utilizadas somente as cepas para as 

quais foram observados halos de inibição no teste de difusão em agar. 

 

4.5 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A concentração inibitória mínima foi determinada por meio do método de 

microdiluição em caldo M27-A2 preconizado pelo CLSI13 (Clinical and Laboratory 

Standards Institute). Em placa de microtitulação (96 poços), dez (n=10) poços foram 

preenchidos com 200 μL de cada solução de EDC (em concentrações que variaram de 

0,000625 mol/L até 2 mol/L), CLX 0,12% ou meio BHI. Em seguida em nove (n=9) poços 

foram adicionados 2 μL da solução estoque de L. acidophilus. O décimo poço, 

correspondente ao blank, foi mantido apenas com as soluções, ou seja, sem inoculação 

dos microrganismos, para posterior auxílio na leitura da absorbância em leitor de Elisa.  

 As placas foram incubadas por 24 h a 37 oC em agitador a 53,66 rcf (Incubadora, 
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430, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil). Decorrido esse período, foi realizada a leitura 

da absorbância em leitor de Elisa no comprimento de onda de 590 nm (Leitora TP-

READER BASIC Thermo Plate, China). Todos os ensaios foram realizados em duplicata, 

ou seja, em 2 experimentos independentes. Foi considerada a CIM a menor 

concentração do EDC onde não houve turvação do meio, observada ao olho 

desarmado, indicativo de ausência de crescimento bacteriano. 

 

4.6 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

Dos poços que não apresentaram turvação foram coletados 20 μL, os quais 

foram imediatamente plaqueados em meio de cultura BHI ágar preparado em placas 

Petri, como descrito anteriormente. As placas foram mantidas a 37 oC por 48 horas. 

Este experimento também foi realizado em duplicata. 

A CBM foi definida como a menor concentração capaz de reduzir o inóculo 

inicial em ≥ 99,9%, ou seja, sem crescimento bacteriano observável ao olho nu. A 

representação esquemática da determinação da CIM e CBM pode ser visualizada na 

Figura 5. 
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Figura 5 - Representação esquemática de placa de microtitulação (96 poços) para determinação do 

CIM e CBM, respectivamente. Os números (colunas) correspondem ao número de repetições (n=9) 

para cada concentração da solução de EDC testada (2; 1; 0,5; 0,3; 0,1; 0,05; 0,03; 0,01; 0,005; 

0,0025; 0,00125 e 0,000625 mol/L), CLX 0,12% e BHI. Cada compartimento foi preenchido com 200 

µL das soluções, seguido da inoculação de 2 µL da solução de estoque da bactéria L. acidophilus, 

com exceção dos blanks. Dos poços sem turvação, 20 µL foram coletados e plaqueados em meio 

BHI. 
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Blanks: apenas a 
solução, sem 

microrganismos 

EDC 0,05 mol/L* 

*até a concentração de 0,000625 mol/L 
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4.7 Formação do biofilme 

O método de formação de biofilme em placas de microtitulação (96 poços) foi 

descrito previamente por Thein et al.107. As cepas de L. acidophilus foram reativadas 

em uma concentração final de 1x107 UFC/mL, conforme descrito em “Reativação das 

espécies”.    A  formação  do    biofilme    monoespécie    foi   realizada   em   placa   de  

microtitulação (96 poços), sendo seis poços (n=6) para cada concentração de EDC e 

grupos controles, com meio BHI acrescido de microrganismos (BHI+MO) e 0,12% CLX. 

Utilizando-se técnicas assépticas, cada poço foi preenchido com 100 μL da 

suspensão de L. acidophilus e a placa foi incubada a 37 oC por 1 hora e 30 minutos, em 

agitador a 53,66 rcf, tempo este correspondente à fase de adesão dos microrganismos 

à superfície de acrílico do fundo dos poços. Após o período de adesão, a suspensão 

celular foi cuidadosamente aspirada e o poço lavado duas vezes com 100 µL de PBS 

esterilizado para a remoção dos microrganismos não aderidos. Em seguida, 100 μL de 

BHI foram adicionados para promover o crescimento do biofilme e as placas foram 

novamente incubadas a 37 oC por 48 horas. Decorrido este período, o meio BHI foi 

aspirado e o poço lavado com 100 µL de PBS para posterior adição de 100 µL das 

diferentes concentrações do EDC ou CLX sobre o biofilme formado no fundo dos 

poços. A placa foi incubada a 37 oC por mais 24 horas. 

 

4.8 Atividade metabólica do biofilme (Ensaio de XTT) 

A atividade metabólica do biofilme foi determinada segundo o ensaio de XTT, 

conforme descrito por Roehm et al.86. O sal de XTT (Sigma-Aldrich, MO, EUA) foi 

preparado em água ultra purificada na concentração final de 1 mg/mL. A solução foi 
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filtrada e estocada a -80 oC até o uso.  A solução de menadiona (Sigma-Aldrich, MO, 

EUA) foi preparada em acetona a 0,4 mM anteriormente ao experimento. Após 24 h de 

incubação, as soluções foram removidas e os poços lavados 1 vez com solução salina 

esterilizada. Cada poço recebeu 200 μL de solução de XTT, composta por 158 μL de 

PBS com 200 mM glicose, 40 μL de XTT e 2 μL de menadiona diluída. As placas foram 

incubadas por 3 horas protegidas da luz a 37 oC. Então, a absorbância foi determinada 

no comprimento de onda de 492 nm por espectrofotometria (Leitora TP-READER BASIC 

Thermo Plate, China). Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 

 

4.9 Análise Estatística 

Para a análise estatística dos dados, foram considerados como fatores de 

variação (variáveis independentes) do presente estudo (1) as substâncias 

(concentrações de EDC e controles), e (2) as espécies microbianas. As variáveis de 

resposta (variáveis dependentes) foram o tamanho do halo de inibição (para o 

experimento de difusão em ágar), e a absorbância (para a CIM, CBM e metabolismo do 

biofilme). Aos dados de halo de inibição foram aplicados os testes de ANOVA a dois 

critérios fixos, complementado por testes de Tukey para comparação dos grupos aos 

pares. Para os dados de CIM, CBM e metabolismo foram utilizados testes de Mann-

Whitney sempre comparando os grupos experimentais com os controles. Grupos 

foram considerados estatisticamente diferentes quando p≤0,05, ou seja, ao nível de 

significância de 5%. 
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5 Resultado 

5.1 Halo de inibição (difusão em ágar) 

 Os valores de halo de inibição (mm) produzidos pelas diferentes concentrações 

de EDC, clorexidina 0,12% ou nistatina e controle (solução tampão Sorensen) estão 

apresentados na Tabela 2. Nenhuma atividade antimicrobiana (halo de inibição = 0) foi 

observada para EDC nas concentrações de 0,1 e 0,3 mol/L, assim como para o grupo 

controle. EDC 0,5 mol/L, 1 mol/L e 2 mol/L exerceram efeito antimicrobiano apenas 

sobre  Lactocacillus acidophilus, enquanto que a clorexidina 0,12% foi efetiva contra o 

crescimento de todas bactérias sendo o mesmo observado para a nistatina contra a 

Candida albicans (Tabela 2).   

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana, valores do halo de inibição (mm), de diferentes 

concentrações de EDC e clorexidina 0,12% ou nistatina sobre quatro cepas de 

microrganismos presentes em lesões cariosas. 

Solução de 
tratamento da 

dentina 

Microrganismo 

Streptococcus 
mutans 

Streptococcus 
sobrinus 

Lactobacillus 
acidophilus 

Candida 
albicans 

EDC 0,1 mol/L    0* 0 0 0 

EDC 0,3 mol/L 0 0 0 0 

EDC 0,5 mol/L 0 0 8,98±1,48 B 0 

EDC 1 mol/L 0 0 10,90±1,40 B 0 

 EDC 2 mol/L 0 0 12,30±2,39 B 0 

0,12 % CLX ou 
nistatina** 18,90±1,3 b 23,07±1,11 a 20,88±4,32 A,ab 5,79±0,11 c 

Tampão Sorensen  0 0 0 0 

 
* o método utilizado não resultou em crescimento do microrganismo (halo de inibição=0); ** clorexidina (CLX) foi 
utilizada para as cepas bacterianas, enquanto que nistatina 100.000 UI foi utilizada para Candida albicans; 
aA

 valores são média±desvio-padrão (mm), n=6. Médias identificadas pela mesma letra minúscula na linha e 
maiúscula na coluna não diferem estatisticamente (Tukey, p>0.05). 
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Considerando os dados obtidos para a clorexidina, os maiores valores de halo 

de inibição foram registrados para Streptococcus sobrinus e Lactobacillus acidophilus, 

embora o efeito antibacteriano exercido sobre o último tenha sido similar ao exercido 

para o Streptococcus mutans. A menor atividade antimicrobiana foi vista para a 

Candida albicans, neste caso, exercida pela nistatina (Tabela 2, linha). 

 Das substâncias que exerceram atividade contra o crescimento de Lactobacillus 

acidophilus, a mais efetiva foi a clorexidina 0,12%, seguida do EDC nas diferentes 

concentrações, sem diferença entre elas (Tabela 2, coluna). Os dados apresentados na 

Tabela 2 com resultado positivo quanto a atividade antimicrobiana estão 

representados graficamente na Figura 6. 

 

Figura 6 - Atividade antimicrobiana (halo de inibição, mm) de diferentes concentrações 

de EDC, 0,12% clorexidina (ou 1% nistatina 100.00 UI, no caso de Candida albicans) sobre 

microrganismos presentes em lesões cariosas. Colunas representam médias e barras de 

erro representam os desvios-padrões, n=6. 
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5.2  Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 A concentração inibitória e bactericida mínima do EDC foram determinadas 

apenas para Lactobacillus acidophilus, uma vez que foi apenas contra este 

microrganismo que o EDC apresentou atividade antibacteriana. Os valores de 

absorbância (590 nm), representativos do crescimento de L. acidophilus na presença 

das diferentes concentrações de EDC estão apresentados na Figura 7. Em relação ao 

grupo controle (Meio + MO), o EDC resultou em redução significante do crescimento 

bacteriano em todas as concentrações maiores ou igual a 0,005 mol/L. Entretanto, a 

menor concentração de EDC onde não foi observado turvamento do meio foi a de    

0,01 mol/L, sendo considerada a concentração inibitória mínima de EDC sobre L. 

acidophilus quando em suspensão planctônica.  

Em relação à concentração bactericida mínima (CBM), dentre as concentrações 

de EDC onde não foi observada turvação do meio, ausência de desenvolvimento de 

unidades formadoras de colônias (UFC), ou seja, de crescimento bacteriano, foi 

observada a partir da concentração de 0,03 mol/L. Portanto esta foi considerada como 

sendo a CBM para o EDC. 
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Figura 7 - Determinação da concentração inibitória mínima (CIM). Crescimento de            

L. acidophilus em suspensão planctônica (meio BHI) após contato com diferentes 

concentrações de EDC ou clorexidina a 0,12%. A linha horizontal pontilhada representa a 

densidade óptica (DO) detectada para o grupo controle, considerada como 100% de 

crescimento bacteriano. Grupos identificados com asterisco () diferem 

significantemente em relação ao controle meio+MO (Mann-Whitney, p<0,05). Diagrama 

de caixas (boxplot) onde as extremidades inferiores e superiores das antenas 

representam o valor mínimo e máximo de cada grupo, respectivamente. O limite inferior 

das caixas indica o percentil 25 enquanto que o superior indica o percentil 75. As caixas 

contêm 50% dos dados de cada grupo (intervalo interquartílico) e a linha horizontal em 

seu interior representa a mediana, n=9.  

 

 

Redução crescimento 
(%) 

0Ref 99,9 98,7 96,8 92,6 94,8 91,0 96,1 91,9 90,6 57,1 35,5 24,8 10,0 

 

Ref. 
Referência: Meio+MO (controle) = 100% de crescimento bacteriano 

Substâncias 
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5.3  Metabolismo (ensaio de XTT) do Biofilme Monoespécie 

 A atividade antibacteriana das diferentes concentrações de EDC e da clorexidina 

contra Lactobacillus acidophilus em biofilme monoespécie está apresentada na Figura 

8. Quando comparadas ao grupo controle (meio + MO), todas as concentrações de EDC, 

exerceram atividade antibacteriana significante contra Lactobacillus acidophilus, 

reduzindo o metabolismo do biofilme de 26,3 a 93,4% (Figura 8). A clorexidina 0,12% foi 

a única substância que resultou em praticamente ausência de metabolismo do biofilme, 

redução de 99,9% em relação ao controle (Figura 8). 

 Considerando-se a atividade antibacteriana exercida pela clorexidina 0,12%, 

apenas o EDC na concentração de 2 mol/L exerceu efeito comparável, sem diferença 

estatística entre os grupos. Entretanto, embora diferentes da clorexidina, as 

concentrações de EDC maiores do que 0,03 mol/L foram capazes de reduzir o 

metabolismo do biofilme de L. acidophilus em mais de 80%, atividade antibacteriana 

esta bastante satisfatória.  
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Figura 8 - Metabolismo de Lactobacillus acidophilus em biofilme monoespécie (ensaio de 

XTT) após contato com diferentes concentrações de EDC ou clorexidina a 0,12%. A linha 

horizontal pontilhada representa a densidade óptica (DO) detectada para o grupo 

controle meio+MO, considerada como 100% de metabolismo bacteriano. Grupos 

identificados com um asterisco () diferem significantemente em relação ao controle 

meio+MO, enquanto os identificados com dois asteriscos () diferem do controle e do 

grupo clorexidina 0,12% (Mann-Whitney, p<0,05). Diagrama de caixas (boxplot) onde as 

extremidades inferiores e superiores das antenas representam o valor mínimo e máximo 

de cada grupo, respectivamente. O limite inferior das caixas indica o o percentil 25 

enquanto que o superior indica o percentil 75. As caixas contêm 50% dos dados de cada 

grupo (intervalo interquartílico) e a linha horizontal em seu interior representa a 

mediana, n=6.  

 

 

Redução metabolismo 
(%) 

0
Ref

 99,9 93,4 89,5 88,2 89,5 88,2 84,2 59,2 26,3 

 

Ref. 
Referência: Meio+MO (controle) = 100% de metabolismo 

Substâncias 
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6 Discussão 

 

O teste de difusão em ágar é um método simples, por não exigir nenhum 

equipamento especial, rápido quanto à obtenção dos resultados, de fácil 

interpretação, baixo custo e que possibilita uma avaliação qualitativa (Jorgensen, 

Ferraro43, 2009). Entretanto algumas de suas limitações implicam na impossibilidade 

de inferir se o resultado obtido para um determinado material refletiu seu efeito 

bactericida ou somente bacteriostático, além de ser difícil comparar dados de inibição 

bacteriana obtidos em diferentes estudos utilizando essa técnica, mesmo quando se 

trata do mesmo material, devido as variáveis envolvidas (Tobias et al.113, 1985), como 

o tipo de meio de cultura e o número de microrganismos inoculados. A despeito de 

suas limitações, este teste ainda é o mais utilizado para diagnóstico clínico de rotina e 

para fins de monitoramento de tratamentos antimicrobianos (Gould31, 2000). Além do 

mais, permite a triagem de microrganismos, substâncias e concentrações para análises 

posteriores utilizando-se métodos mais honerosos, porém mais sensíveis e específicos. 

No presente estudo, os resultados do teste de difusão em ágar demonstraram 

que o EDC apresentou atividade antimicrobiana apenas contra L. acidophilus, em 

concentrações maiores do que 0,5 mol/L. Os Lactobacillus são considerados patógenos 

importantes, especialmente no desenvolvimento da lesão de cárie em dentína (Van 

Houte117, 1994; Simón-Soro et al.96, 2013) e as espécies mais encontradas nessas 

lesões são Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus (Knight et al.47, 2008). A 

análise metagenômica das comunidades bacterianas presentes em diferentes estágios 

do desenvolvimento da lesão de cárie demonstrou que em cavidades em dentina 



Renata Pereira Estrêla                                                                                                                 Dissertação Mestrado     - 68 - 

 

ocorre uma superexpressão de genes que codificam para a tolerância ao estresse 

osmótico, assim como para colagenases e outras proteases que possibilitam a 

degradação do colágeno (Simón-Soro et al.96, 2013). No mesmo estudo, foi 

demonstrado que espécies de Lactobacillus apenas apareceram em lesões profundas 

de cárie em dentina, ratificando o conceito de que os Lactobacillus não apresentam 

uma função fundamental no início da lesão de cárie, mas sim na sua progressão (Van 

Houte117, 1994). 

Além da ação proteolítica exercida pelos Lactobacillus sobre a matéria orgânica 

da dentina, a produção de ácidos promovida por essas bactérias ativam MMPs 

dentinárias, as quais passam a ter uma função crucial na destruição tecidual 

(Tjäderhane et al.112, 1998). Dessa forma, em lesões de cárie dentinária existe a 

somatória de mecanismos que culminam com a degradação do colágeno. 

Somada à ação antibacteriana observada no presente estudo para o EDC contra 

L. acidophilus, este mesmo agente apresenta potencial de inibição de MMPs (Tezvergil-

Mutluay et al.107, 2012; Scheffel et al.90, 2013; Mazzoni et al.61, 2013; Scheffel et al.91, 

2014). Como inibidor de MMPs, o EDC tem sido estudado na concentração de 0,5 

mol/L, aplicado sobre a dentina condicionada com ácido fosfórico pelos períodos 

clinicamente reproduzíveis de 30 e 60 segundos (Scheffel et al.90, 2013; Scheffel et 

al.91, 2014). Entretanto, foi demonstrado que a CIM e CBM do EDC contra L. 

acidophilus é bastante inferior. 

A CIM do EDC foi observada como sendo de 0,01 mol/L, enquanto que a CBM 

foi determinada como 0,03 mol/L. A despeito desses resultados, essas concentrações 

ainda não foram investigadas quanto a sua efetividade na inibição de MMPs e na 
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promoção de novas ligações peptídicas intra e inter-moléculas de colágeno, assim 

como, inter-fibrilas de colágeno. Essas são as propriedades que norteiam a utilização 

de agentes de ligações cruzadas nos procedimentos adesivos à dentina. Para essas 

finalidades, o EDC tem sido estudado principalmente na concentração de 0,5 mol/L, ou 

seja, em soluções 17 vezes mais concentradas do que a CBM demonstrada no presente 

estudo. 

A utilização de biofilmes apresenta vários benefícios em comparação ao estudo 

da atividade antimicrobiana de agentes diversos contra microrganismos em suspensão 

planctônica. A diferença dos resultados obtidos em forma planctônica e em biofilme 

ocorre devido a essas células serem de 10-100 vezes mais resistentes a 

antimicrobianos em relação às células planctônicas (Blankenship, Mitchell8, 2006; 

Behlau et al.7, 2008). Essa resistência ocorre pela presença da matriz exopolimérica 

(Lehner et al.51, 2005) e assim o biofilme protege as células de inúmeros fatores de 

estresse ambiental, como calor, agentes antimicrobianos, detergentes ácidos, luz 

ultravioleta (UV), estresse osmótico, antibióticos, fagócitos e anticorpos (Lehner et 

al.51, 2005). Entretanto, mesmo quando em biofilme monoespécie, o EDC ainda 

apresentou atividade de redução significante do metabolismo deste biofilme, em 

concentrações superiores ou igual a 0,05, ou seja, 10 vezes inferior a concentração 

atualmente investigada para sua atuação como inibidor da ação de MMPs e agente 

cross-linker (Scheffel et al.90, 2013; Scheffel et al.91, 2014). 

Uma vez que não existem informações na literatura sobre a atividade 

antimicrobiana do EDC, o exato mecanismo por meio do qual esse agente paraliza ou 

inibe o crescimento de L. acidophilus ainda não é conhecido. Estudos futuros são 
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necessários para comprovar e demonstrar esse mecanismo. Mesmo para a CLX, seu 

mecanismo de ação sobre os Lactobacillus não está completamente elucidado. 

Entretanto, sugere-se que ele ocorra sobre as camadas da superfície bacteriana, 

denominada de camada S (S-layer)  

Partindo do mesmo pressuposto, pode ser sugerido que o EDC atue sobre as 

proteínas presentes nas camadas S dos L. acidophilus, resultando em rompimento 

dessas camadas. A ausência de atividade antimicrobiana sobre os demais 

microrganismos investigados no presente estudo poderia levantar a hipótese de uma 

composição celular diferente da presente nos Lactobacillus, uma vez que nos 

Streptococcus há a presença de peptideoglicanos, polissacarídeos, proteína e formas 

de glicerol (ácidos teicóicos e lipoteicóicos) (Hamada, Slade33 1980) e na Candida 

albicans há a presença de três polissacarídeos: quitina, β-gucanas e N-/O- mananas 

(Murciano et al.69, 2011). 

As camadas S são matrizes cristalinas compostas por numerosas e idênticas 

subunidades de proteínas e glicoproteínas unidas e ligadas à parede celular por 

ligações não covalentes (Sára, Sleytr88 2000) e responsáveis pela hidrofobia da 

superfície (Vadillo-Rodriguez et al.116, 2005). Podemos encontrar em espécies de 

bactérias Gram positivas e Gram negativas e em Archaea (Sára, Sleytr88 2000) e 

quando presentes, formam a camada mais externa da célula, sendo ocasionalmente 

coberta apenas por uma cápsula (Fouet et al.27, 1999).  

Suas funções em bactérias patogênicas são caracterizadas por contribuir para a 

virulência de vários mecanismos, incluindo adesão e coagregação (Shimotahira et al.94, 

2013), variação antigênica (Thompson109, 2002), proteção de complemento ou de 
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fagocitose (Thompson109, 2002; Shimotahira et al.94, 2013) ou modulação de respostas 

de células T ou citocinas (Sekot et al.92, 2011; Settem et al.93, 2013). Além disso, 

protege a célula bacteriana de diversos fatores ambientais como radiação (Kotiranta et 

al.48, 1999), peptídeos antimicrobianos (de la Fuente - Núñez et al.22, 2012), alterações 

no pH do ambiente (Gilmour et al.30, 2000), bacteriófagos (Howard, Tipper40, 1973), 

predadores microbianos bacterianos ou eucariotos (Tarao et al.103, 2009), de enzimas 

bacteriolíticas (Lortal et al.56, 1992) e algumas atuam como enzimas de degradação 

(Prado Acosta et al.85, 2008). Especificamente nos Lactobacillus, possui funções 

adesivas, sendo que sua remoção pode reduzir a adesão dessas bactérias a diferentes 

alvos, função de proteção, por exemplo, ao suco gástrico, e mesmo contra a ação 

enzimática, mediada pela enzima mureína hidrolase na parede celular (Hynönen, 

Palva41, 2013). 

As propriedades de agentes terapêuticos, incluindo-se os materiais e técnicas 

odontológicas, devem ser consideradas conjuntamente, uma vez que nenhum 

tratamento contempla todas as propriedades ideais. Desta forma, embora o EDC não 

tenha apresentado atividade antimicrobiana contra três dos quatro microrganismos 

investigados no presente estudo, associado ao seu efeito de controle/inibição de 

crescimento sobre L. acidophilus, esse agente promotor de ligações cruzadas tem sido 

enaltecido quanto a sua atuação na redução da degradação e no fortalecimento do 

colágeno da dentina desmineralizada (Bedran-Russo et al.6, 2010; Scheffel et al.90, 

2013; Scheffel et al.91, 2014; Tezvergil-Mutluay et al.107, 2012). Adicionalmente, o EDC 

é capaz de reduzir a mobilidade molecular ao inativar as MMPs (Scheffel et al.90, 2013), 

de aumentar o módulo de elasticidade e a temperatura de degradação do colágeno 

(Scheffel et al.91, 2014), melhorando desta forma a estabilidade longitudinal da união 
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resina-dentina, além de não apresentar citotoxicidade transdentinária sobre células 

odontoblastóides em concentrações de até 0,5 mol/L (Scheffel DLS, em fase de 

elaboração*). 

Uma vez que Lactobacillus desempenham funções importantes no 

desenvolvimento de lesões de cárie em dentina (Simón-Soro et al.96, 2013) e ativam 

MMPs presentes neste substrado por meio da produção de ácidos (Tjäderhane et 

al.112, 1998), a potencial antibacteriano do EDC contra essas bactérias agrega mais uma 

propriedade positiva a este agente. 

 

 

 

 

  

* Scheffel DLS, Bianchi L, Soares DG, Basso FG, Sabatini C, de Souza Costa CA, Pashley DH, Hebling J. Transdentinal 

cytotoxicity of carbodiimide (edc) and glutaraldehyde on odontoblast-like cells. Aceito para publicação no 

periódico Operative Dentistry no dia 19 de maio de 2014 
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7 Conclusão 

 

Dentro das limitações do estudo e de acordo com os resultados obtidos foi 

possível concluir que: 

- quando o potencial antimicrobiano do EDC foi avaliado por meio do teste de 

difusão em ágar, o mesmo demonstrou ser capaz de exercer atividade apenas contra o 

crescimento de L. acidophilus; 

- a concentração inibitória (CIM) e bactericida mínima (CBM) do EDC contra L. 

acidophilus em suspensão planctônica foram de 0,01 mol/L e de 0,03 mol/L, 

respectivamente; 

- concentrações de EDC igual ou superiores a 0,05 mol/L foram capazes de 

reduzir o metabolismo de biofilme monoespécie de L. acidophilus em mais de 80%. 
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Apêndice 

I. Solução salina de tampão fosfato (PBS) 
 

Solução A 

1. Pré aquecer a balança por 30 min 
2. Pesar NaCl 4 g, KH2PO4 0,12 g, KCl 0,1 g 
3. Pegar 200 mL de água Milli-Q com uma proveta e colocar em um Becker. 
4. Levar ao agitador com um peixinho 
5. Inserir os reagentes e esperar dissolver 
6. Colocar esta solução novamente na proveta, completar com água Milli-Q (até 250 

mL) e homogeneizar 
7. Levar para uma garrafa e identificá-la como solução A 

 

Solução B  

1. Pré aquecer a balança por 30 min 
2. Pesar Na2HPO4 0,72 g 
3. Pegar 200 mL de água Milli-Q com uma proveta e colocar em um Becker. 
4. Levar ao agitador com um peixinho 
5. Inserir o reagente e esperar dissolver 
6. Colocar esta solução novamente na proveta, completar com água Milli-Q (até 250 

mL) e homogeneizar 
7. Levar para uma garrafa e identificá-la como solução B 
 

Autoclavar as soluções. Dentro do fluxo, juntar as soluções A e B e homogeneizar 

Identificar a garrafa final como PBS 

 

II. Solução Tampão Sorensen 
 

Solução A (0,1 M) - Na2HPO4  
Diluir 1,42 g do pó em 100 mL de água destilada 

 
Solução B (0,1 M) - NaH2PO4  
Diluir 3,60 g do pó em 300 mL de água destilada 

 
Para 500 mL de solução tampão Sorensen misturar 12,5 mL da solulção A + 
237,50 mL da solução B + 250 mL de água destilada 

 

Medir o pH (deve ficar em torno de 6,2), e depois autoclavar 
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