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Almeida LT. Efeito da associagdo de antimicrobiano e O6leo essencial na atividade
antimicrobiana de cimentos endodonticos [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Cimentos endodonticos com agdo antimicrobiana podem reduzir micro-organismos e prevenir
re-infeccdo. Farnesol (FAR), Oleo essencial derivado de frutas citricas e dicloridrato de
clorexidina (CHX), derivado guanidinico, apresentam acdo antimicrobiana. Capitulo 1:
Propriedades fisico-quimicas e acao antibiofilme contra E. faecalis do MTA Fillapex (MTAF)
e sua associacdo a 1 % de FAR (MTAF/FAR) e 1% de CHX (MTAF/CHX) foram avaliados.
Tempo de presa (TP), escoamento e solubilidade foram avaliados segundo a norma ISO
6876/2002. O pH foi avaliado por meio de um pHmetro digital. Atividade antibiofilme sobre
E. faecalis foi analisada por meio do ensaio cristal violeta e teste do contato direto modificado
(TCDM). No TCDM amostras dos cimentos foram colocadas por 15 h em contato com
biofilme induzido em dentina bovina. O nimero de unidades formadoras de colénia (CFU
mL™) no biofilme remanescente foi determinado. Os dados foram submetidos aos testes
ANOVA e Tukey, com significancia de 5%. Os resultados mostraram que a adicdo do FAR
aumentou o TP do MTAF, e a CHX diminuiu (p<0,05), O FAR e CHX aumentaram 0
escoamento do MTAF em didmetro (p<0,05). A solubilidade do MTAF foi aumentada, com
valores acima de 3% estabelecidos pela ISO 6876/2002. O FAR e CHX néo alteraram 0s
valores de pH (p>0,05). A adicdo de FAR e CHX ao MTAF promoveu aumento da
capacidade de atuacdo no biofilme, sendo que a associacdo MTAF/CHX promoveu a maior
reducdo na biomassa de biofilme (p<0,05) e apresentou a menor quantidade de UFC/mL pelo
TCDM. Concluiu-se que a adigdo de FAR e CHX ao MTAF aumentou a agao antibiofilme,
sem alterar o pH. Entretanto, o FAR aumentou o TP e a CHX diminuiu, ambos aumentaram o
escoamento e solubilidade. Capitulo 2: Propriedades fisico-quimicas e acdo antibiofilme
contra E. faecalis do AH Plus (AHP) e sua associacdo a 1 % de FAR (AHP/FAR) e 1% de
CHX (AHP/CHX) foram avaliados. Tempo de presa, escoamento e solubilidade foram
analisados segundo a norma ISO 6876/2002. O pH foi avaliado por meio de um pHmetro
digital. A atividade antimicrobiana e antibiofilme foram avaliadas pelo teste do contato direto
(TCD) e teste do contato direto modificado (TCDM), respectivamente. Os dados foram
submetidos aos testes ANOVA e Tukey, com significancia de 5%. A adicdo do FAR
aumentou o TP do AHP (p<0,05), e a CHX diminuiu. FAR aumentou o escoamento (p<0,05).
FAR e CHX aumentaram a solubilidade (p<0,05), entretanto a perda de massa foi abaixo do
limite de 3% estabelecido pela ISO 6876/2002. O FAR e CHX néo alteraram os valores de pH
(p>0,05). No TCD uma reducdo na contagem bacteriana foi observada para associacdo
AHP/FAR. Entretanto, a associacdo AHP/CHX promoveu total eliminacdo de E. Faecalis
(p<0.05). No TCDM a adicdo da CHX ao AHP promoveu aumento da atuacgdo antibiofilme,
com a menor quantidade de UFC/mL (p<0,05). Concluiu-se que a adicdo do FAR e CHX ao
AHP aumentou a atividade antimicrobiana, entretanto, apenas a CHX aumentou a atividade
antibiofilme. A adicao dessas substancias nao prejudicou as propriedades fisico-quimicas, que
estdo de acordo com as especificadas pela ISO 6876/2002.

Palavras-chave: Biofilme. Enterococcos Faecalis. Materiais dentarios.



Almeida LT. Effect of antimicrobial and essential oil association in the antimicrobial activity
of endodontic sealers [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2016.

ABSTRACT

Endodontic sealers with antimicrobial action can reduce microorganisms and prevent
reinfection. Farnesol (FAR), essential oil derived from citrus fruits and dihydrochloride
chlorhexidine (CHX), derived guanidinico, have antimicrobial action. Chapter 1: evaluated
the physical-chemical properties and antibiofilm activity against Enterococcos faecalis of
MTA Fillapex (MTAF) and its association with 1 % farnesol (MTAF/FAR) and 1%
Chlorhexidine Dihydrochloride (MTAF/CHX). Setting Time (ST), flow and solubility were
evaluated in accordance with the 1SO 6876/2002 standard. pH was evaluated by means of a
digital pHmeter. Antibiofilm activity against E. faecalis was analyzed by means of crystal
violet assay; and modified direct contact test (MDCT). In the MDCT, the sealers samples
were placed in contact, for 15 h, with biofilm induced on bovine dentin for 14 days for 15 h.
The number of colony-forming units (CFU mL™) in the remaining biofilm was determined.
The data were submitted to ANOVA and the Tukey tests, with 5% significance. The results
showed the addition of FAR increased the ST of MTAF, and CHX diminished (p<0.05); FAR
and CHX increased MTAF flow in diameter (p<0.05). Solubility of MTAF was increased
with values over the 3% established by ISO 6876/2002. FAR and CHX did not change the pH
values (p>0.05). Addition of FAR and CHX to MTAF promoted increase in capacity to act on
biofilm, and the association MTAF/CHX promoted the greatest reduction in biofilm biomass
(p<0.05). It was concluded that the addition of FAR and CHX to MTAF increased the
antibiofilm action without changing the pH. However, it influenced the setting time, and
increased the flow and solubility. Chapter 2: evaluated the physical-chemical properties and
antibiofilm activity against E. faecalis of AH Plus (AHP) and its association with 1 % FAR
(AHP/FAR) and 1% CHX (AHP/CHX). Setting Time (ST), flow and solubility were
evaluated in accordance with the 1SO 6876/2002 standard. pH was evaluated by means of a
digital pHmeter. The antimicrobial and antibiofilm activity were evaluated by means of the
direct contact test (DCT) and the modified direct contact test (DCTM), respectively. The data
were submitted to ANOVA and the Tukey tests, with 5% significance. The addition of FAR
increased the ST of AHP (p<0.05) and CHX decreased. The FAR increased AHP flow
(p<0,05). FAR and CHX increased solubility (p<0,05). However the weight loss was below of
3% established by 1SO 6876/2002. FAR and CHX did not change the pH values (p>0.05). In
DCT a reduction in bacterial counts was observed for AHP/FAR association. However, the
AHP/CHX association promoted total elimination of E. faecalis (p <0.05). In DCTM the
addition of CHX to AHP promoted increased of antibiofilm activity with the lower CFU/mlI
(p <0.05). It was concluded that the addition of FAR and CHX to AHP increased the
antimicrobial action, however, only CHX increased antibiofilm activity. The addition of these
substances does not affect the physical and chemical properties, which are in accordance with
those specified by 1SO: 6876/2002.

Keywords: Biofilm. Enterococcus faecalis. Dental materials.
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1 INTRODUCAO

O controle dos micro-organismos presentes no sistema de canais radiculares e a
prevencdo da re-infecgdo endodontica séo objetivos essenciais para 0 sucesso do tratamento

endodontico (Nair et al.*

, 2005). O uso de materiais obturadores com atividade
antimicrobiana é considerado benéfico, pois favorece a atuacdo sobre micro-organismos
remanescentes nos tibulos dentinarios e sistema de canais radiculares (Arias-Moliz et al.?,
2015; Baer, Maki* , 2010; Bailén-Sanchez et al.>,2014; Barros et al.?, 2014; Gjorgievska et

al.’, 2013).

O Enterococcus faecalis é a espécie microbiana frequentemente associada aos casos
de insucesso (Molander et al.?®,1998; Rocas et al.*’, 2004) pois apresenta capacidade de
formacdo de biofilme, resisténcia & privacdo nutricional (Stuart et al.**, 2006) e habilidade
para invadir t(bulos dentinarios (Love?, 2001). Por essa razo, o potencial antimicrobiano de
diversas solugbes irrigadoras, medicamentos intracanais, biomateriais e cimentos
endodénticos € avaliado sobre células plancténicas e biofilmes de Enterococcus faecalis
(Chavez de Paz et al.’°, 2010; Ercan et al.*?, 2006; Tanomaru-Filho et al.**, 2007)

O MTA Fillapex surgiu numa tentativa de combinar as propriedades fisico-quimicas
de um cimento endoddntico, com as propriedades biolégicas do MTA (Scelza et al.**, 2012).
De acordo com o fabricante, apresenta em sua composicdo salicilato de resina, resinas
diluidas, resina natural, resina nanoparticulada, triéxido de bismuto, silica e MTA. Este
cimento apresenta propriedades fisico-quimicas satisfatorias, tais como tempo de presa,
escoamento, radiopacidade e pH alcalino (Silva et al.*°, 2013; Vitti et al.*®, 2013). Apresenta
biocompatibilidade (Gomes-Filho et al.'®, 2012), atividade antibacteriana e antibiofilme sobre
Enteroccocus Faecalis, quando avaliado por teste de difusédo em agar (ADT), teste do contato
direto (DCT) (Morgental et al.?®, 2011) e teste do contato direto modificado (DCTM) (Faria-
Janior et al.** 2013).

O AH Plus é um cimento a base de resina do tipo epdxi-amina, que se apresenta sob a
forma de pasta/pasta. Dentre suas propriedades destaca-se boa capacidade de selamento
(Joseph, Singh,?* 2012), satisfatoria resisténcia & compressao, baixa solubilidade (Viapiana et
al.*®, 2014) e capacidade de adesdo (Sagsen et al.*, 2011). Estudos anteriores mostram que o
AH Plus apresenta atividade antimicrobiana pelo TCD sobre células planctdnicas de
Enterococcus faecalis, apenas anteriormente a presa do cimento (Barros et al.? 2014; Nawal et
al.** 2011; Zhang et al.*’, 2009).
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O farnesol trans-trans (tt-farnesol) é um &lcool sesquiterpeno natural, comumente
encontrado na propolis e em dleos essenciais de frutas citricas (casca de laranja e 6leo de
capim-liméo) (Alves et al.'?, 2013, 2013; Gomes et al.”, 2011; Jabra-Rizk et al.'°, 2006).
Também ¢é produzido como uma molécula de quorum-sensing por culturas de Candida
Albincas durante a formagdo do biofilme (Ramage et al.*®, 2002). O farnesol parece atuar
como um agente quimiopreventivo e anti-tumoral (Joo, Jetten”®, 2010); é utilizado como
desodorizante na industria de cosmeticos devido a sua elevada atividade antibacteriana
(Kromidas et al.**, 2006), além de ser desprovido de efeitos toxicos e mutagénicos in vitro e
in vivo (Burke et al.”, 1997; Koo et al. 2%, 2003,2005; Machida et al.?®, 1999).

O farnesol apresenta efeitos antibiofilme, por inibicdo da formacdo dos biofilmes,
alterando os biofilmes ja formados, ou desenvolvendo ambos os mecanismos (Gomes et
al.'’ 2011; Jabra-Rizk et al.', 2006). Por ser uma molécula hidrofébica, o principal
mecanismo de acdo é o acumulo na membrana citoplasmatica, alterando a permeabilidade
celular e resultando no extravasamento do contetdo citoplasmatico. Em concentracdes
subinibitdrias, o farnesol induz ligeira diminuicdo na quantidade de polissacarideos e
proteinas na matriz extracelular, concorrendo para a diminuicdo do biofilme ao longo do
tempo (Gomes et al.’, 2011).

Seus efeitos antibiofilme foram observados em diversos micro-organismos como a
Candida albicans, impedindo a passagem de levedura para o crescimento de hifas
comprometendo a densidade e a morfologia do biofilme por este fungo (Ramage et al.®,
2002). Sobre Streptococcus mutans, reduzindo a producdo acida e a sintese de glucanos por
esta bactéria (Koo et al.??, 2003) e Staphylococcus aureus no qual inibiu significativamente a

formagéo do biofilme (Jabra-Rizk et al.'®, 2006).

Alves et al.! (2013) investigaram os efeitos in vitro de diferentes substancias naturais e
combinagOes, incluindo o farnesol, na biomassa de biofilme bacteriano produzido por
Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis, para avaliar seu potencial como irrigante
na endodontia. Verificaram que o farnesol foi efetivo na reducdo da biomassa de biofilme.
Em estudo subsequente, Alves et al.? (2013), avaliaram os efeitos produzidos pelo farnesol,
xilitol e suas combinagdes na biomassa de biofilme produzido por Enterococcus faecalis, na
viabilidade bacteriana e desinfeccdo do canal radicular, comparando ao hipoclorito de sodio.

Os resultados demonstraram que o farnesol e suas combinacdes apresentam potencial para
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serem utilizados como irrigante, substituindo o hipoclorito de sédio em situacdes especificas
na endodontia.

A Clorexidina é uma bisbiguanida catidnica, que apresenta ampla ag¢do antimicrobiana
(Ferraz et al.”®, 2001) e substantividade (Souza et al.**, 2012). Quando reage com &cido,
produz diferentes sais, como: digluconato, diacetato e dicloridrato, que sdo empregados como
antimicrobianos (Calderini et al.?, 2013; Egbaria, Friedman™, 1990; Matesanz et al.”’, 2013;
Musial W, Mielck®®, 2009; Nambu *, 1984; Takahashi et al.*®, 2006). O Dicloridrato de
clorexidina apresenta-se como um po cristalino branco, inodoro e pouco solGvel em agua
(Calderini et al®, 2013; Nambu T%, 1984). O mecanismo de acdo do dicloridrato de
clorexidina esta relacionado a sua natureza catidnica. O composto interage com o0s
fosfolipidios da membrana citoplasmatica bacteriana, interrompendo seu equilibrio e
causando a liberacéo de moléculas essenciais (Castillo et al.®, 2006).

Além da elevada capacidade antimicrobiana, a baixa solubilidade apresentada pelo
dicloridrato de clorexidina tem sido explorada como uma caracteristica favoravel em estudos
laboratoriais e clinicos, na 4rea médica e odontoldgica (Egbaria, Friedman*!, 1990; Matesanz
et al.?’, 2013; Musial, Mielck®®, 2009; Nambu®, 1984; Paolantonio et al.**, 2009). A baixa
solubilidade do composto confere uma lenta liberacdo do agente ativo proporcionando uma

acdo antimicrobiana prolongada (Nambu®?, 1984).

Egbaria e Friedman® (1990) investigaram o potencial do dicloridrato de clorexidina
incorporado em microesferas de albumina humana, contra bactérias comumente associadas a
infeccbes no trato urinario, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Os resultados demonstraram que as microesferas contendo dicloridrato de
clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana prolongada, que persistiu por até 16 dias.
Os autores concluiram que cateteres urinarios podem ser diretamente revestidos com essas

microesferas, para obter uma atividade antimicrobiana duradoura.

Nambu®? (1984) avaliou o efeito antimicrobiano da adicéo de 1% de dicloridrato de
clorexidina a um cimento endoddntico a base de O0xido de zinco e eugenol. A atividade
antimicrobiana foi avaliada sobre bactérias comumente encontradas em canais radiculares
infectados  (Staphylococcus aureus, Lactobacillus casei, Streptococcus salivarius,
Streptococcus mutans), utilizando o teste de difusdo em agar. Além disso, a toxicidade aguda,
em subcutaneo de ratos e os efeitos clinicos do cimento modificado, também foram

investigados durante 6 meses. Ao utilizar o cimento modificado, foram observadas elevadas
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taxas de sucesso clinico e radiogréfico para canais radiculares infectados 93.0% - 80.7%,
respectivamente. O dicloridrato de clorexidina conferiu prolongada atividade antimicrobiana e

baixa citotoxidade ao cimento.

Paolantonio et al.®*

(2009), investigaram os efeitos de um Xanthan gel a base de
clorexidina (0,5% de digluconato de clorexidina e 1,0% de dicloridrato de clorexidina, Xan-
CHX), utilizado como coadjuvante a raspagem e alisamento radicular (RAR), no tratamento
da periodontite cronica. Pardmetros clinicos e microbiologicos foram avaliados em 98
pacientes durantes 6 meses. Os autores verificaram que o0 uso coadjuvante do Xan-CHX gel,
melhorou significativamente os parametros clinicos profundidade de sondagem e nivel clinico
de insercdo. Além de acentuada reducdo nos percentuais de sitios positivos para oito

potenciais periodontopatogenos, particularmente 3 meses apés o tratamento.

Nos ultimos anos, agentes antimicrobianos tém sido adicionados aos cimentos
endodonticos, com objetivo de aumentar o potencial antimicrobiano destes, obtendo-se
resultados satisfatérios (Arias-Moliz et al.®, 2015; Baer, Maki #, 2010; Bail6n-Sanchez et
al.®,2014; Barros et al.’, 2013; Gjorgievska et al.'®, 2013). Gjorgievska et al.'® (2013),
demonstraram que a adicdo de dois antissépticos do grupo das aménias quaternarias (cloreto
de cetilpiridineo e cloreto de benzalcdnio) aumentou o efeito antimicrobiano contra S. mutans,
Lactobacillus casei, e Actinomyces viscosus, de diversos cimentos endodénticos disponiveis

comercialmente.

Bailon-Sanchez et al.®> (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana e capacidade da
inibicdo da formacdo do biofilme por Enterococcus Faecalis, utilizando o AH Plus sozinho e
combinado a clorexidina, cetramida e combinacdo de ambas as substancias. O teste do contato
direto modificado (TCDM) e a anélise do biofilme demonstraram que a adigéo da clorexidina,
cetramida ou combinagdo de ambas ao AH Plus resultou em efeitos benéficos, com aumento

da capacidade bactericida e antibiofilme deste cimento contra Enterococcus Faecalis.

Arias-Moliz et al.®> (2015), investigaram os efeitos da adicdo de diferentes
concentracdes de cloreto de benzalcénio (1%, 2% e 3% ) ao AH Plus, na atividade
antimicrobiana e propriedades fisicas desse cimento. A atividade antimicrobiana e
antibiofilme do cimento puro e modificado contra E. faecalis foi avaliada pelo teste do
contato direto (TCD) e microscopia confocal. As propriedades fisicas (tempo de presa,
escoamento e solubilidade), foram avaliadas de acordo com as especificacfes da ANSI/ADA.

A adicdo de 2% ou maiores concentracdes de cloreto de benzalconio ao AH Plus melhorou
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significativamente a atividade antimicrobiana e antibiofilme, sem alterar as propriedades
fisicas estabelecidas pela ANSI/ADA.

Embora a melhora do potencial antimicrobiano seja desejavel, a adi¢do de substancias
antimicrobianas ndo deve interferir nas caracteristicas fisicas e/ou quimicas do cimento
endodéntico. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades fisico-quimicas
tempo de presa, escoamento, solubilidade, pH e acgdo antibiofilme contra Enterococcus
faecalis do MTA Fillapex e AH Plus associados a 1 % de farnesol e 1% de dicloridrato de

clorexidina.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A incorporagéo de farnesol e dicloridrato de clorexidina ao MTA Fillapex e AH Plus
aumentou a atividade antimicrobiana frente a biofilmes de Enterococcos faecalis. Contudo, a
atuacdo do dicloridrato de clorexidina foi pronunciada em ambos os cimentos. A adi¢do dos
compostos antimicrobianos interferiu nas propriedades de tempo de presa, escoamento e
solubilidade do MTAF e AHP. Entretanto, apenas a solubilidade do MTAF e associa¢des ndo
permaneceram de acordo com o0s requisitos exigidos pela 1ISO 6876/2002. A adicdo do FAR e
CHX ndo alterou os valores de pH dos cimentos.

Tendo em vista que a adicdo de compostos antimicrobianos aos cimentos
endoddnticos é uma estratégia e os resultados sdo promissores, novas investigacdes devem ser
realizadas para compreender o efeito destes compostos antimicrobianos sobre a capacidade de
selamento, citotoxicidade e biocompatibilidade dos cimentos. Além disso, é desejavel que as
propriedades antimicrobianas dos cimentos modificados sobre biofilmes polimicrobianos
complexos que simulam as condi¢bes clinicas do canal radicular sejam determinadas,

anteriormente a esses cimentos serem considerados para aplicacdo clinica.
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