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BARBOZA, J.O. Analise comparativa da acdo antimicrobiana do cimento
endoddntico Acroseal associado a diferentes concentracdes de nanoparticula de
prata sobre o biofilme de Enterococcus faecalis. 2018. 28f. Trabalho de Conclusao

de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.

RESUMO

O insucesso do tratamento endoddntico esta relacionado com a persisténcia de
infecgdes no sistema de canais radiculares, como por exemplo Enterococcus faecalis,
assim o uso de cimentos endoddnticos deve prevenir a recolonizagao bacteriana e a
formagdo do biofilme. Por esta razdo, varios cimentos endodénticos tém em suas
férmulas, agentes antimicrobianos. Nanoparticulas de prata tém mostrado atividade
antimicrobiana efetiva contra o biofilme de Enterococcus faecalis. O presente estudo tem
por objetivo avaliar comparativamente a agdo antimicrobiana do cimento endodéntico
Acroseal, que tem como base em sua formulagdo o hidroxido de calcio, associado a
diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata pdés presa, em um modelo de
biofilme in vitro. Para a realizagcdo do estudo foram confeccionados 160 espécimes de
dentina (n=8) que permaneceram em placas contendo meio de cultura inoculado com
Enterococus faecalis (ATCC 29212) para permitir a formagao de biofilme. Decorrido o
periodo de formacéo, os espécimes foram lavados em solucdo salina e transferidos para
outra placa onde os discos dos cimentos a serem testados foram colocados sobre o
biofilme formado. As placas de cultura foram deixadas em estufa a 37°C por 2, 7 e 14
dias. Espécimes sem aplicacdo dos cimentos foram utilizados como controle para cada
tempo experimental. Apos cada tempo experimental de contato com o cimento, os
espécimes foram lavados em solugao salina, agitados em vortex, diluidos e plaqueadas
em triplicata em meio de cultura especificos. As unidades formadoras de colénia foram
contadas e analisadas estatisticamente (p<0,05) para determinagcdo do potencial
antimicrobiano. Os dados foram analisados estatisticamente usando os teste one-way
ANOVA, Shapiro-Wilkand Kruskal-Wallis (p<0.05) para determinar o potencial
antimicrobiano. O resultado encontrado indicou que as diferentes concentracbes de

nanoparticula de prata associadas ao cimento endodéntico Acroseal obtiveram acao
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antimicrobiana eficaz no tempo experimental de 7 dias em contato com o biofilme de E.
faecalis. Porém n&o houve aumento na agao antibacteriana no periodo seguinte (14 dias).
Assim, conclui-se que o efeito antimicrobiano do Acroseal nao € potencializado pela a

associagao as nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: Endodontia, Cimentos Endodonticos, Enterococcus faecalis,

Nanoparticula, Prata, Acroseal.



BARBOZA, J.O. Comparative analysis of the antimicrobial action of Acroseal
associated silver nanoparticles endodontic sealer after setting, against
Enterococcus faecalis biofilms.2018. 28f. Trabalho de Conclusédo de Curso -

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.

ABSTRACT

The failure of endodontic treatment is related to the persistence of infections in the
root canal system, such as Enterococcus faecalis, so the use of dental cements should
prevent bacterial recolonization and biofilm formation. For this reason, various dental
cements have antimicrobial agents in their formulas. Silver nanoparticles have shown
effective antimicrobial activity against the biofilm of Enterococcus faecalis. The objective
of the present study was to evaluate the antimicrobial action of Acroseal dental cement,
which is based on its formulation calcium hydroxide, associated to different concentrations
of silver nanoparticles after prey, in an in vitro biofilm model. In order to perform the study,
160 dentin specimens (n = 8) were placed on plates containing Enterococus faecalis
inoculated culture medium (ATCC 29212) to allow biofilm formation. After the formation
period, the specimens were washed in saline solution and transferred to another plate
where the discs of the cements to be tested were placed on the formed biofilm. The culture
plates were left in an oven at 37 ° C for 2, 7 and 14 days. Specimens without cement
application were used as controls for each experimental time. After each experimental
time of contact with the cement, the specimens were washed in saline solution, vortexed,
diluted and plated in triplicate in specific culture media. The colony forming units were
counted and analyzed statistically (p <0.05) to determine the antimicrobial potential. The
data were analyzed statistically using the one-way ANOVA, Shapiro-Wilkand Kruskal-
Wallis test (p <0.05) to determine the antimicrobial potential. The results showed that the
different concentrations of silver nanoparticle associated with Acroseal dental cement
obtained effective antimicrobial action in the experimental time of 7 days in contact with

the E. faecalis biofiim. However, there was no increase in antibacterial action in the



following period (14 days). Thus, we conclude that the antimicrobial effect of Acroseal is
not potentiated by the association of silver nanoparticles.

Key words: Endodontic, Dental Cements, Enterococcus faecalis, Nanoparticle, Silver,
Acroseal.
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1. INTRODUCAO

Eliminar os microrganismos presentes no sistema de canais radiculares através
da instrumentacao, irrigacdo, medicacao intracanal e obturagdo, sao os principais
objetivos do tratamento endodéntico. Entretanto, esses métodos ndo sao capazes de
eliminar completamente os microrganismos dos canais radiculares (Mickel et al., 2003).
O E. faecalis € um coco Gram-positivo, anaerdbio facultativo que possui a capacidade de
sobreviver em pH alcalinos (11,5) (McHugh et al., 2004), invadir e viver dentro de tubulos
dentinarios (Love, 2001) e permanecer longos periodos sem nutrientes
(Figdor&Sundqvist, 2003). Além disso, o E. faecalis pode formar biofilme tornando-o mais
resistente aos agentes antimicrobianos (Distel et al., 2002), por essas razées € um dos
microrganismos mais estudados na area da endodontia.

Assim, o uso de materiais obturadores com ac¢ao antimicrobiana pode auxiliar a
eliminar microrganismos que resistiram ao tratamento endoddntico (Zhang et al., 2009).
Atualmente existem no mercado diversos tipos de cimentos obturadores, como Acroseal.
O Acroseal € um cimento endoddntico a base de hidréxido de calcio, que possui atividade
antimicrobiana contra E. faecalis em teste de contato direto (Pinheiros et al., 2009), mas
nao foi capaz de eliminar o biofilme apds 14 dias de contato direto (Rezende et. al., 2015).

As nanoparticulas de prata também ja tiveram sua agéo antibacteriana confirmada.
Segundo Wu (2014) para que esta agao antimicrobiana ocorra é necessario estar
atento as formas de aplicacdo das nanoparticulas no interior do canal radicular. O autor
verificou que, a agao antibacteriana nao é efetivamente concluida quando as
nanoparticulas de prata sdo usadas como irrigantes durante o processo de tratamento
endodéntico, fazendo-se necessario o uso de um veiculo menos soluvel. Posteriormente
as nanoparticulas de prata foram testadas contra o biofilme de E. faecalis, evidenciando
uma atividade antimicrobiana efetiva em dentina radicular (Halkai, 2018). Porém a forma
de aplicacdo e uso das nanoparticulas de prata ainda é um limitante, bem como a
frequéncia e a durabilidade da acao antimicrobiana em dentina infectada com
microrganismos resistentes. Outro estudo revela que a nanoparticula de prata associada
a um veiculo a base de hidroxido de calcio pode potencializar a acdo antimicrobiana

esperada (Afkhami, 2015), confirmando a necessidade de um veiculo para sua aplicagao.
14



Com isso o objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana do
cimento endodoéntico a base de hidréxido de calcio, Acroseal, associado a diferentes
concentracdes de nanoparticulas de prata, pds presa, sobre biofilme de E. Faecalis em
diferentes periodos. A hipotese nula do presente estudo € de que a associagao do
cimento endoddntico Acroseal com a nanoparticula de prata, ndo aumente a atividade

antimicrobiana do cimento estudado.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente a agdo antimicrobiana do
cimento endodéntico Acroseal associado diferentes concentragdes de nanoparticula de
prata pds presa, em um modelo de biofilme monoespécie in vitro em diferentes periodos
(2, 7 e 14 dias).

16



3. MATERIAL E METODO

3.1 Materiais Experimentais

Foram empregados os cimentos endoddnticos Acroseal (Septodont, Saint-Maur-
des-Fossés, Franca) associados ou ndo a Nanoparticulas de Prata, da marca SIGMA-
ALDRICH.

3.1.1 Confeccéo dos discos de cimento

Sobre placa de vidro estéril foi colocada duas por¢des iguais da BASE e de
CATALIZADOR, as quais foram espatuladas até a obtencdo de uma consisténcia
homogénea. Em seguida a mistura foi pesada e as diferentes concentragbes de
nanoparticulas de prata (0,1%, 0,5% e 1%) foram adicionadas. Os cimentos foram
colocados em moldes de silicone estéril (7,0 x 1,0 mm). Os discos foram mantidos em
estufa a 37°C com 100% de umidade para tomar presa por 2 dias antes de serem

aplicados sobre o biofilme.

3.2 Grupos experimentais

Os grupos experimentais serao divididos de acordo com a tabela abaixo:
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Tabela 1. Grupos experimentais e seus tempos experimentais:

Materiais Tempos Experimentais
(Dias)

Acroseal 2 7 14
Acroseal + 0,1% de Prata 2 7 14
Acroseal + 0,5% de Prata 2 7 14

Acroseal + 1% de Prata 2 7 14
Sem nenhum material 2 7 14

Os tempos experimentais indicam o tempo em dias que as amostras (blocos de
dentina + biofilme) ficaram expostas aos materiais experimentais. Amostras adicionais
foram utilizadas como controle positivo (contaminadas) e controle negativo (nao

contaminadas) mantidos em solugéo salina.

3.3 Andlise da atividade antimicrobiana em modelo de biofilme

3.3.1 Obtencéao e preparo dos blocos de dentina

Para a realizacdo deste estudo foram obtidos dentes incisivos de bovinos com
idade aproximada de trés anos. Estes dentes foram mantidos em timol 2% pH 7,0 durante
30 dias antes de qualquer procedimento experimental. Blocos de dentina (4x4x1 mm)
foram obtidos a partir da por¢do mais plana da raiz do dente. Em seguida, realizou-se o
ajuste da dentina para obtencao de superficies planas com auxilio da politriz APL-4
AROTEC e lixas de granulagao 400. Durante todos os procedimentos e entre um passo
e outro, os blocos foram mantidos em ambiente umedecido com timol 2% pH 7,0. Para
cada material experimental e em cada tempo experimental foram confeccionados 12
blocos de dentina, totalizando 216 blocos . Os blocos resultantes (substratos para
crescimento do biofilme de E. faecalis) foram colocados em um tubo de ensaio contendo

agua destilada e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min (Faria-Junior et al., 2013).
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3.3.2 Condicao de crescimento do Enterococcus faecalis

A cepa padrdo de Enterococus faecalis (ATCC 29212) foi primeiramente
plagueada em meio de cultura BHI &agar (Brain Heart Infusion) (HIMEDIA,
HimediaLaboratoriesPvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) e incubada em estufa a 37°C,
por 24 a 48 horas. Apos esse periodo, uma colbnia de E. faecalis foi inoculada em 5mL
de meio de cultura BHI caldo (HIMEDIA, HimediaLaboratoriesPvt. Ltd., Mumbai,
Maharashtra, India) e mantidas em estufa a 37°C overnight para permitir o crescimento
microbiano (Kimyai et al., 2011).

Apods o crescimento overnight, 50 ul da cultura de E. faecalis foiresuspendida em
5ml de meio de cultura fresco BHI caldo (HIMEDIA, HimediaLaboratoriesPvt. Ltd.,
Mumbai, Maharashtra, India), em seguida a densidade Optica foi ajustada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 550nm (Espectrofotdmetro UV/Vis — 1800,
Shimadzu Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Japao), para obtencédo de concentragdes de
107" UFC/mL (Faria-Junior et al., 2013).

3.3.3 Formagcéo do biofilme de E. faecalis

Para a formacao do biofilme, os blocos de dentina foram colocados de forma asséptica
em placas de cultura de tecido com 24 pogos (TPP Techno PlasticProducts AG, Suicga),
onde foram adicionados 200uL da suspensdao com a concentragdo conhecida de E.
faecalis (107 UFC/mL) preparado previamente e acrescentando 1,8mL de meio de cultura
fresco BHI caldo (HIMEDIA, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India).
As placas de cultura foram incubadas a 37°C por 14 dias e o meio de cultura foi
completamente trocado a cada 48 horas, sem adi¢gdo de novos microrganismos (Faria-
Junior et al., 2013).

3.3.4. Atividade antimicrobiana

19



Decorrido o periodo de formagao de biofilme, as amostras foram lavadas uma vez
com 2mL de solugao salina a 0,9% para eliminar o meio de cultura e as bactérias néo
aderidas (Kimyai et al., 2011). Os espécimes foram transferidos para outra placa onde
foram deixadas em contato com 2ml de solugao salina e transferidas para uma nova placa
onde os discos dos cimentos a serem testados (Acroseal e Acroseal com nanoparticula
de prata) foram colocados sobre o biofilme formado. As placas de cultura foram deixadas
em estufa a 37°C por 2, 7 e 14 dias. Espécimes sem aplicacdo dos cimentos foram
utilizados como controle para cada tempo experimental. Apds cada tempo experimental
de contato com o cimento, as amostras foram lavadas uma vez com 2mL de solucao
salina a 0,9%.

As espécimes de E.faecalis foram transferidas para outro frasco contendo 1mL de
solucao salina e agitadas em vortex por 1 minuto para que os microrganismos a eles
aderidos fossem transferidos para a solugcédo salina (Faria- junior et al., 2013). As
suspensdes foram entdo vortexadas durante 30 segundos e foi realizada uma diluigao
seriada decimal em solucdo salina. Os espécimes com o biofilme de E. faecalis foram

removidos com o auxilio de uma pinga clinica estéril.

3.3.5 Analise microbiol6gica das suspensdes de microrganismos totais

As suspensdes foram sequencialmente diluidas (10", 102, 10-3, 104, 10, 10%) e
inoculadas em triplicata no meio de cultura m-Enterococcus agar (HIMEDIA,
HimediaLaboratoriesPvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) para determinar a quantidade
de E. faecalis.

Para a determinacdo do numero de microrganismos, 3 gotas de 10 yL das
diluicdes pré-estabelecidas foram inoculadas pela técnica da semeadura por gotas, em
triplicata, na superficie de placas de petri contendo o meio de cultura especifico para cada
espécime.

Quando as gotas estavam secas, as placas foram incubadas durante 24-48h a
37°C para a contagem de bactérias viaveis. As colbnias resultantes foram contadas

(foram contadas apenas as gotas que apresentarem um numero entre 3 e 30 colbnias) e
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transformadas em Logio UFC e padronizados de acordo com a area dos espécimes
(Log1o UFC/cm?).

3.3 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc.,
San Jose, USA). A média de UFC do biofilme de cada grupo foi calculada. Os dados
foram analisados usando um modelo de One-Way ANOVA e Shapiro-Wilk. O teste
unidirecional de Kruskal-Wallis também foi usado. Os dados encontrados foram

submetidos a analise estatistica com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

A tabela 1 mostra a média e o desvio padrédo de UFC/ml apds 2, 7 e 14 dias em
contato direto com os materiais testados. A comparacéo entre os grupos “Controle” e
“Acroseal” revelou que houve diferenga estatistica entre eles. A agao antimicrobiana
sobre o biofilme de E. faecalis foi evidenciada a partir de 14 dias e, nos periodos de 2 e
7 dias o controle se manteve com bactérias ativas. J& o Acroseal com diferentes
concentragdes de nanoparticula de prata, revelou acédo antibacteriana eficaz a partir do
sétimo dia em contato com o biofilme da amostra, porém a nanoparticula de prata se

manteve, sem aumento de eficacia na acédo antimicrobiana, no periodo de 14 dias.

Tabela 2. Média e desvio padrdo de UFC (UFC/ml) nos diferentes grupos e tempos:

Grupos 2 dias 7 dias 14 dias

Controle 1,3x 107 1,1 x 107 2.4 x 107
(+1,0x107) A, a  (+1,0x10")A,a  (+1,3x107) A, a

Acroseal 2,6 x 106 3,7 x 106 3,2x10°
(£1,1x108) B, a  (+2,4x10%B,a  (+1,4x10%) B, b

Acroseal + 0,1% de 4,3 x 108 2,5 x 106 1,7 x 10°

Prata (£3,5x106) B, a  (+4,0x109B,b  (+2,0x10%)B, b

Acroseal + 0,5% de 2,6 x 108 3,6 x 10° 4.8 x

Prata (£1,7x108) B, a  (+2,6x105 B, b  105(x5,7x10%)B, b

Acroseal + 1% de Prata 1,9 x 108 6,6 x 10° 5,6 x

(£8,7x10%) B, a (£3,4x10%) B, b 10°(£5,3x10°%)B, b
*Letras maiusculas indicam diferenca estatisticas (P <0.05) entre os grupos.
* Letras minusculas indicam diferenca estatisticas (P <0.05) entre os tempos
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5. DISCUSSAO

Cimentos endoddnticos com atividade antimicrobiana como o Acroseal podem
ajudar a eliminar os microrganismos que sobreviveram ao tratamento endoddntico.
Entretanto estudos recentes demonstraram o E. faecalis ndo pode ser completamente
eliminado mesmo apods 14 dias de contato direto com o Acroseal (Rezende GC, 2015). O
Enterococcus faecalis € um microrganismo resistente que esta frequentemente
relacionado a infecgdes endodoOnticas primarias ou reinfeccdo de canais radiculares
previamente tratados endodonticamente, devido a sua resisténcia aos medicamentos
intracanais e por ser encontrado em biofilmes, juntamente com outros microrganismos
ou isolados. (Kumar, et al. 2015, Benbelaid, et al. 2014,Vivacqua-Gomes et al. 2005).
Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a agao antimicrobiana do Acroseal associado
a diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata (0,1%, 0,5% e 1%) sobre biofilme
de E. faecalis nos periodos de 2, 7 e 14 dias. Para esse trabalho foi utilizado o teste de
contato direto para avaliar a agdo da atividade antimicrobiana dos materiais testados,
pois embora o teste de difusdo em agar tenha sido muito utilizado € um teste pouco
sensivel, onde os resultados dependem da difusdo e das propriedades fisicas dos
materiais testados. Ja o teste de contato direto foi projetado para superar essas limitagdes
para avaliar as atividades antibacterianas in vitro de numerosos selantes endodénticos
(Saleh, 2004 / Kayaoglu, 2005).0 Acroseal € um cimento a base de hidréxido de calcio e
sua atividade antimicrobiana € resultante da liberagdo de ions hidroxila, tornando o meio
alcalino e desfavoravel para a proliferagao bacteriana, incluindo E. faecalis (Rezende GC,
2015). O presente estudo, demonstrou que a agdo antimicrobiana apresentada pelo
Acroseal, foi evidenciada a partir de 14 dias permanecendo nos periodos de 2 e 7 dias
com bactérias ativas. O resultado obtido no presente estudo discorda do resultado
encontrado por Pinheiro et al. (Pinheiro, 2009), que ao realizar um experimento por teste
de difusdo em agar com o Acroseal encontrou atividade antimicrobiana E. faecalis apés
48h. Os diferentes resultados podem ser explicados pelas diferentes metodologias
empregadas. Como relatado anteriormente, a atividade antimicrobiana de cimentos
endodoénticos a base de hidréxido de calcio pode ser causada pela liberacdo de ions
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hidroxilicos, que tornam o meio alcalino, no entanto, o Acroseal apresenta menor
quantidade de liberacao de ions de calcio e hidroxila, devido a relativa insolubilidade de
seus compostos (Eldeniz, 2007).

As nanoparticulas de prata exibem atividade antimicrobiana efetiva contra o
biofilme de E. faecalis na dentina radicular. Portanto, pode ser empregado como agente
antimicrobiano para desinfecgdo do canal radicular (Halkai, 2018). O efeito inibitorio da
prata € provavelmente a soma de mecanismos distintos de acdo. Diversos estudos
sugerem que os ions de prata reagem com grupos de proteinas e desempenham um
papel essencial na inativagcao bacteriana interferindo com a permeabilidade da membrana
(Duran, 2010), causando danos estruturais, forcando a dissipacdo de proétons, e
finalmente a morte celular (SONDI, SALOPEK-SONDI, 2004; LOK et al., 2006). Também
tem sido proposto que os ions de prata liberados das nanoparticulas podem atuar no
fosfato das moléculas de DNA, resultando na inativagdo da sua replicagao (Carreira,
2009). Além disso, sabe-se que a nanoparticula de prata associada a um veiculo a base
de hidroxido de calcio, como o Acroseal, tem efeito antimicrobiano potencializado
(Afkhami, 2015). Desta forma, o presente estudo verificou que o cimento endoddntico
Acroseal associado a diferentes concentragdes de nanoparticula de prata (0,1%, 0,5% e
1%) revelou agéo antimicrobiana eficaz a partir do sétimo dia em contato com o biofilme,
porém a nanoparticula de prata se manteve, sem aumento de eficacia na acao
antimicrobiana, no periodo de 14 dias, provando entdo, que as nanoparticulas de prata
associadas ao Acroseal ndo tém efeito antibacteriano potencializado. Além disso, o
Acroseal possui um tempo de presa rapido confirmando a teoria de que, apds o tempo
de presa do cimento, os ions de prata ficam retidos e impossibilitados de serem
dissociados no meio, mantendo o efeito antibacteriano sem progressos apds os 14 dias

do tempo experimental.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados pode-se concluir que a associagdo do cimento
endodéntico com as diferentes concentragcdes de nanoparticula de prata estudadas, nao

aumentou a atividade antimicrobiana do Acroseal nos tempos avaliados.
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