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Louva ao Senhor, o minfia alma/
Fnguanto eu viver, vou louvar ao Senfor!
vou tocar ao meu Deus, enguanto e existir!

Ndo cologquels a seqguranca nos nobres

nos fithos dos fiomens gue ndo podem salvar.
FExalam o esprrito e vollam d terra, e

no mesmo dia perecem seus planos!

Jeliz quem se apoia no Deus de Jaco,
quem poe a esperanca no Senflor seu Deus:
Joi ele quem fez o ceu e a lerra,
o mar e [udo o que neles existe.

Fle mantem para sempre a verdade:
Jazendo justica aos oprimidos

dando pdo aos famintos;

Sentior liberta os prisionerros,

O Sentior abre os olhos dos cegos,
Senfior endireita os curvados,
Senfior ama os Justos.

O Senfior protege os estrangeiros;
sustenta o orjdo ¢ a viiva,
mas transtorna o caminfio dos impros.

O Senfior reina para sempre,
teu Deus, o Sion, de geragcdo em geragdo!
Louva ao Senhor!



Chavez-Andrade GM. Atividade antimicrobiana, antibiofilme e citotoxica de solugdes de
nanoparticulas de prata e farnesol para desinfeccédo de canais radiculares [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Nanoparticulas de prata (NPsAg) apresentam acdo bactericida e biocompatibilidade,
mostrando potencial para aplicacGes na Odontologia. Farnesol (FAR) é um &lcool encontrado
em Oleos essencias de frutas citricas e apresenta atividade antibacteriana/antibiofilme. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana, antibiofilme e a citotoxicidade de
solucdes de NPsAg e FAR, para serem utilizadas na desinfeccdo de canais radiculares. O
estudo foi dividido em duas publicagcdes. Na Publicacdo 1, a atividade antimicrobiana foi
avaliada sobre Enterococcus faecalis, Candida albicans ou Pseudomonas aeruginosa, por
meio da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e microbicida minima
(CMM) pelo método de microdiluicdo e coloracdo com resazurina. A avaliacdo da atividade
sobre a biomassa dos biofilmes foi realizada por meio do ensaio de cristal violeta. A
capacidade anti-adesdo de biofilme foi avaliada em blocos de dentina radicular bovina apés
tratamento da dentina com as solu¢Bes por 3 min. Foram realizadas analises em microscopia
eletronica de varredura (MEV) e contagem de UFC mL™ log 10. Os dados foram submetidos &
analise estatistica (a=0,05). No teste antibacteriano sobre células planctonicas de E. faecalis,
os valores de CIM/CMM das solugbes de NPsAg e FAR foram de 42,5/50uM e 0,85/1,0%,
respectivamente. Para C. albicans, os valores de CIM/CMM de NPsAg e FAR foram de
27,5/137,5uM e 1,75/2,5%, respectivamente. Para P. aeruginosa, os valores de CIM/CMM de
NPsAg e FAR foram de 32,5/32,5uM e 2,5/2,75%, respectivamente. Ambas as solucdes
mostraram atividade sobre a biomassa dos biofilmes, porém foram menos efetivas do que
NaOCI. Na avaliacéo da capacidade anti-adesao de biofilme, NPsAg e FAR mostraram menor
quantidade de biofilme aderido ao substrato quando comparados ao controle (SS-salina),
porém sem diferenca entre as duas solugdes (p>0,05), exceto sobre C. albicans. Na contagem
de UFC mL™, pode-se observar que ndo houve diferenca entre as solucdes de NPsAg e FAR
(p>0,05), sendo similares ao controle (SS), para as 3 cepas avaliadas. Na Publicacéo 2, foi
avaliada a citotoxicidade e genotoxicidade das solu¢cdes em cultura de fibroblastos L929, por
meio dos ensaios de MTT e Cometa, respectivamente. Para avaliar ex vivo a efetividade
antibacteriana, foram realizados diferentes protocolos de irrigacdo na etapa final do preparo
biomecanico em dentes humanos extraidos contaminados com E. faecalis por 21 dias. Apos 3
coletas microbioldgicas (inicial, pés-irrigacéo e final), foi realizada a contagem de UFC mL™
em cada grupo. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente (a=0,05). No ensaio
MTT, NPsAg e FAR foram menos citotoxicos do que NaOCI. No ensaio Cometa, ambas as
solucdes mostraram menor % de DNA na cauda, em comparagdo ao controle positivo (H20.).
No ensaio antibacteriano, todas os protocolos de irrigagdo foram mais efetivos que o C+ (sem
irrigacdo), com excecdo de SS/FAR. NaOCI e sua combinagdo com NPsAg e FAR levaram a
completa eliminagdo bacteriana (p>0,05). Em comparacédo a coleta inicial, tanto a coleta pos-
irrigacdo quanto final, apresentaram reducdo microbiana significativa (p<0,05). NPsAg e
FAR mostraram baixa citotoxicidade e genotoxicidade, contribuem com a reducdo de E.
faecalis e apresentam potencial para uso em protocolos de irrigacéo final do SCR.

Palavras-chave*: Preparo de canal radicular. Produtos com agdo antimicrobiana. Técnicas de
cultura de células.

* Conforme Descritores em Ciéncias da Saude — DeCS (Bireme) e Normas FOAr.



Chavez-Andrade GM. Antimicrobial, anti-biofilm and cytotoxic activities of silver
nanoparticles and farnesol solutions to root canal disinfection [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) have potential for applications in dentistry due to bactericidal
action and biocompatibility. Farnesol (FAR) is an alcohol found in essential oils of citrus
fruits and it has antibacterial/antibiofilm activity. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial, antibiofilm activities and the cytotoxicity of AgNPs and FAR solutions used as
root canal disinfectant. The study was divided into two publications. In Publication 1,
antimicrobial activity was evaluated against Enterococcus faecalis, Candida albicans or
Pseudomonas aeruginosa, by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
the minimum microbicidal concentration (MMC) by microdilution method and rezasurin
staining. The anti-biofilm activity was performed by crystal violet assay. The anti-biofilm
adhesion ability was evaluated using bovine root dentine blocks after treating them with tested
solutions for 3 min. Scanning electron microscopy (SEM) analysis and CFU mL™ log 10
counting were performed. Data were statistically analyzed (0=0.05). The antibacterial test
against planktonic cells of E. faecalis showed MIC/MMC values of 42.5/50uM and 0.85/1.0%
for AgNPs and FAR, respectively. The values of MIC/MMC of AgNPs and FAR for C.
albicans were 27.5/37.5uM and 1.75/2.5% and for P. aeruginosa were 32.5/32.5uM and
2.5/2.75%, respectively. The anti-adhesion biofilm capacity assay showed smaller amount of
biofilm adhered to the substrate treated with AgNPs and FAR when compared to control
group (saline solution - SS), but there was no statistical difference between the two solutions
(p>0.05), except for C. albicans. The log 10 UFC mL™ counting showed no statistical
difference between AgNPs and FAR solutions (p>0.05), which were similar to the control
group (SS) for all strains. In publication 2, the cytotoxicity and genotoxicity of the solutions
were evaluated in culture cell of fibroblast L929 by MTT and Comet assays, respectively. To
evaluate the ex vivo antibacterial effectiveness, different irrigation protocols were performed
in the final stage of root canal instrumentation on extracted human teeth infected with E.
faecalis for 21 days. The number of log 10 CFU mL™ in each group was determined in
microbiological samples collected at different periods (initial, post-irrigation and final). Data
were statistically analyzed (0=0.05). In the MTT assay, AgNPs and FAR were less cytotoxic
than NaOCI. In the Comet assay, both solutions showed lower % of DNA in the tail,
compared to positive control (H20z). In the antimicrobial assay, all the irrigating protocols
were more effective than C+ (without irrigation), with exception of SS/FAR. NaOCI and their
combinations with AgNPs or FAR led to complete bacterial elimination (p>0.05). In
comparison with initial sample, both the post-irrigation and final samples showed significant
microbial reduction (p<0.05). AgNPs-PVA and FAR showed low cytotoxicity and
genotoxicity, contribute to E. faecalis reduction and exhibit potential for use as a final
irrigation protocols of the RCS.

Keywords*: Root canal preparation. Products with antimicrobial action. Cell culture
techniques.

* Conforme Descritores em Ciéncias da Saude — DeCS (Bireme) e Normas FOAr.
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1 INTRODUCAO

O tratamento endoddntico tem como objetivos a limpeza, desinfeccdo, conformacéo e
obturagdo do sistema de canais radiculares (SCR), eliminando restos pulpares, micro-
organismos e subprodutos que sdo fatores etiologicos das alteracBes pulpares e
perirradiculares e, por conseguinte do insucesso da terapia endodontica (Beus et al.**, 2012;
Siqueira et al.'®, 2002; Townsend, Maki'®®, 2009). O preparo biomecanico contribui para o
controle da infeccdo no SCR, por meio da acdo mecénica dos instrumentos endodénticos e da
acdo fisico-quimica das solucdes irrigadoras (Sakamoto et al.”®, 2007). A irrigacdo visa
limpeza e desinfeccdo (Costa et al.®, 2012) e sua eficacia depende dos métodos utilizados
promovendo contato da solucdo irrigadora com as estruturas anatbmicas dos canais
radiculares (Camoes et al."®, 2009; Lin et al.®, 1992; Mitchell et al.”, 2010).

A persisténcia de micro-organismos no SCR favorece o desenvolvimento e
manutencdo das alteragOes apicais e periapicais contribuindo para o insucesso do tratamento
(Gergova et al.*®, 2016; Sakamoto et al.*®, 2007; Siqueira'®?, 2002). Micro-organismos, tais
como Enterococcus, Pseudomonas e Candida, sdo considerados 0s mais resistentes
encontrados em canais radiculares infectados e tém sido frequentemente isolados em casos de
infeccdo persistente/secundaria e de insucessos do tratamento endoddntico, com especial
destaque para Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans (Cheung,
Ho??, 2001; Chugal et al.?*, 2011; Mohammadi et al.”?, 2012; Ranta et al.*?, 1988; Samiei et
al.%’, 2013; Siqueira, Rocas'®, 2004).

Enterococcus faecalis € uma bactéria anaerobia facultativa Gram-positiva presente em
casos de infeccdo priméaria, mas que representa uma espécie predominante na infeccdo
secundaria e/ou persistente e tem ganhado a atencdo dos pesquisadores pela sua abilidade de
invadir os tabulos dentinarios, aderir-se ao coldgeno e de persistir apos tratamento e obturacéo
dos canais radiculares. Além disso, E. faecalis é capaz de sintetizar toxinas contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e desenvolver uma mono-infecgdo por eliminar outros
micro-organismos (Blome et al.'®, 2008; Tennert et al.’®®, 2014). Candida albicans é uma
espécie microbiana oportunista que tem como principal fator de viruléncia a capacidade de
formar biofilme e é frequentemente encontrada em canais radiculares infectados, sendo
considerada a espécie fangica mais comumente isolada em casos de infecgcdes persistentes
devido a sua capacidade de invadir os tubulos dentinarios e resistir a acdo dos agentes

antimicrobianos (Mohammadi et al.”?, 2012; Samiei et al.%’, 2013; Siqueira, Sen'®, 2004).
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Outra espécie bacteriana, Pseudomonas aeruginosa, € um bacilo aerébio Gram-
negativo considerado um patégeno oportunista (Kalishwaralal et al.*®, 2010; Kora,
Arunachalam®®, 2011) envolvido no estabelecimento de diversas infeccdes e também tem sido
isolado em canais radiculares com infeccdo secundaria/persistente (Cheung, Ho?, 2001;
Ranta et al.%?, 1988; Samiei et al.”’, 2013). Por esses motivos tem sido incluida em estudos in
vitro que avaliam a atividade antimicrobiana e antibiofilme de substancias usadas nas areas
médica e odontoldgica (Gergova et al.*®, 2016; Gurunathan et al.*?, 2014; Hinenoya et al.*,
2015; Konigs et al.”®, 2015; Mohammadi et al.”?, 2012; Oliveira et al.”®, 2015; Perin et al.®,
2004; Phee et al.¥’, 2013; Samiei et al.”’, 2013).

A solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCI) é a mais utilizada como solucéo irrigadora
na Endodontia devido a sua acdo antimicrobiana, assim como por sua propriedade de
dissolucéo dos tecidos organicos (Al-Jadaa et al.*, 2009; Estrela et al.**, 2002; Poggio et al.?®,
2012; Spratt et al.'®, 2001). No entanto, é conhecida também sua citotoxicidade, podendo
causar complicagdes quando em contato com os tecidos periapicais (Camoes et al.*®, 2009;
Gondim et al.*°, 2010; Mehdipour et al.®®, 2007; Psimma et al.*°, 2013). Ainda, NaOCI
diminui significativamente a elasticidade e resisténcia flexural da dentina humana pela acéo
proteolitica na matriz de colageno, desta maneira interfere na formacdo da camada hibrida
(Lahor-Soler et al.?®, 2015; zehnder'!®, 2006). De acordo com a literatura, alteracdes na
superficie da dentina afetam a adesdo dos cimentos obturadores do canal radicular a dentina.
Estudos tem demonstrado que o uso de NaOCI como irrigante final produz uma diminuicao
significante na resisténcia de unido com as paredes dentinérias e uma deficiente adesdo
(Lahor-Soler et al.%°, 2015; Vilanova et al.'*!, 2012). Desta maneira, substancias quimicas e
associacdes, estdo sendo estudadas como alternativa ao uso do NaOCI (Alves et al.®, 2013;
Moghadas et al.”*, 2012; Mohammadi et al.”?, 2012; Poggio et al.®8, 2012).

Os beneficios potenciais da nanotecnologia em aplicacbes biomédicas e industriais
tornaram-se amplamente aceitos e &€ o setor mais promissor para a geracdo de novas
aplicacdes na medicina (Franci et al.*®, 2015; Gurunathan et al.*, 2014; Palanisamy et al.®*,
2014). Nesse contexto, destacam-se as NPsAg (Allaker®, 2010; Dankovich, Gray®, 2011;
Mahmoudi, Serpooshan®’, 2012; Monteiro et al.”, 2011; Wady et al.**®, 2012; Zhang et al.*®®,
2013) que apresentam atividades antibacteriana, antiviral e antibiofilme (Franci et al.*®, 2015;
Kalishwaralal et al.>®, 2010; Zhang et al.**®, 2013), e podem ser usadas como coadjuvante no
tratamento de doencas infecciosas (Gurunathan et al.*?, 2014; Kalishwaralal et al.>*, 2010).

A prata (Ag’) é conhecida por apresentar atividades antibacteriana, antifiingica e

antiviral, baixa toxicidade, estabilidade térmica elevada e baixa volatilidade (Allaker®, 2010;
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Arai et al.®, 2015; Cheng et al.**, 2012; Zhang et al.**®, 2013) e uma variedade de compostos
de Ag” tem sido utilizada como agentes topicos aplicados para o tratamento de queimaduras,
feridas e infeccBes oculares (Bressan et al.’®, 2013; Haase et al.**, 2012; Kawahara et al.”’,
2000; Morones et al.”, 2005). NPsAg sdo mencionadas como as NPs mais comercializadas no
mundo (Haase et al.**, 2012) e tém recebido muita atencéo por serem incorporadas em Varios
materiais utilizados como agentes terapéuticos para prevenir a colonizacao bacteriana sobre
dispositivos médicos, tais como cateteres e proteses ortopédicas, assim como na industria
alimenticia e cosmética (Allaker®, 2010; Arai et al.?, 2015; Jia et al.>*, 2008; Mohanty et al.”,
2012; Zhang et al.**®, 2014).

Como mencionado anteriormente, NPSAg apresentam propriedade bactericida e
excelente biocompatibilidade, com potencial aplicabilidade biomédica (AshaRani et al.'?,
2009; Paino, Zucolotto®, 2015; Zhang et al.''®, 2014). No entanto, Ag" em forma de
nanoparticula tem sido relacionada com possiveis efeitos adversos e toxicoldgicos para saude
dos seres humanos e do meio ambiente (Allaker®, 2010; Haase et al.*, 2012; Paino,
Zucolotto®®, 2015; Suresh et al.*”’, 2013).

Os efeitos antibacterianos das NPsAg tém sido descritos, mas 0 seu mecanismo de
aco e os efeitos toxicos sobre 0s micro-organismos ainda néo sdo conclusivos (Franci et al.*®,
2015; Gao et al.*’, 2013; Mohanty et al.”’, 2012; Zhang et al.*® 2013). A atividade
antibacteriana tem sido atribuida a liberagdo lenta de jons Ag® da superficie das NPsAg
(Dankovich, Gray®, 2011; Gao et al.*’, 2013; Morones et al.”®, 2005). Alguns estudos
propdem que as NPsAg formam deposicGes e interagem com a parede celular microbiana,
exercendo um efeito toxico pela inativacdo de suas enzimas essenciais (Mohanty et al.”,
2012; Morones et al.”, 2005), aumento da permeabilidade da membrana e dano do citoplasma
e a0 DNA bacteriano (Haase et al.*®, 2012; Konigs et al.”®, 2015; Morones et al.”®, 2005).

Pelo menos dois mecanismos tém sido propostos para interpretar a atividade
antibacteriana da prata. Em primeiro lugar, as NPsAg poderiam se ligar & membrana celular
bacteriana, causando mudancas estruturais ou danos funcionais. A consequente reducdo
critica da atividade enzimatica provocaria alteragcdes no metabolismo dos micro-organismos e
inibicdo do seu crescimento, ou até a morte da célula. O aumento da lesdo na membrana
poderia ser esperado a partir dos aglomerados de Ag. Por outro lado, os ions Ag* podem ser
liberados a partir de nanoparticulas e catalisar a produgdo de radicais de oxigénio que oxidam
a estrutura molecular das bactérias. O mecanismo ndo necessita do contato direto entre o

agente antibacteriano e as bactérias, porque o oxigénio ativo produzido se difunde para o
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ambiente envolvente, que poderia inibir a multiplicagéo de micro-organismos (Zhang et al.*®,

2013).

Devido a diferenga estrutural na composicao das paredes celulares de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, as NPsSAg tém, significativamente, menos efeito sobre o
crescimento de bactérias Gram-positivas. As bactérias Gram-negativas apresentam uma
camada externa de lipopolissacarideo, e apresenta uma camada fina (7-8 nm) de
peptidoglicanos. A carga negativa dos lipopolissacarideos atrai a carga positiva fraca das
NPsAg. Por outro lado, a parede celular das bactérias Gram-positivas € composta
principalmente por uma camada espessa (20-80 nm) de peptidoglicanos, formando uma
estrutura rigida tridimensional. A rigidez e a extensdo de reticulacdo ndo so6 reduz a ligagdo
das NPsAg a parede celular bacteriana, mas também a torna mais dificil de ser penetrada
(Franci et al.*, 2015).

Sabe-se também que quanto menor o tamanho da particula, maior a area de contato
com a membrana microbiana proporcionando maior efeito bactericida (Monteiro et al.”,
2011; Panacek et al.®, 2006; Suresh et al.'’, 2013). O tamanho da NPAg, menor que 5 nm,
apresenta um coeficiente de difusdo em biofilme de Pseudomonas fluorescens de 60-80%
(Peulen, Wilkinson®®, 2011). Outro estudo (Morones et al.”®, 2005) avaliou o efeito
antibacteriano de varias concentracdes de NPsAg (1-100 nm) sobre bactérias Gram-negativas.
Os resultados demonstraram que a concentracdo de NPSAg que impede o crescimento
bacteriano € diferente para cada cepa avaliada e que as NPsAg de 1-10 nm se aderem na
superficie da membrana/parede celular e perturbam o bom funcionamento da bactéria, tais
como permeabilidade e respiracéo.

Holtz et al.*’

(2012) avaliaram a atividade antibacteriana de um nanomaterial para ser
utilizado como agente antibacteriano, o vanadato de prata nanoestruturado, que € composto de
NPsAg (5-40 nm), sobre varias cepas por meio do teste de microdiluigdo. Neste estudo foi
demonstrada a atividade das NPsAg sobre E. faecalis indicando um amplo espectro
antibacteriano. Por outro lado, Monteiro e colaboradores avaliaram o efeito das NPsAg (5, 10
e 60 nm) sobre biofilme de C. albicans e C. glabrata e mostraram atividade antifungica em
baixas concentracbes (0,4 - 3,3 pg/mL). Os autores concluiram que as NPsAg tém um
potencial terapéutico antifingico e podem contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias para a melhora da satde bucal (Monteiro et al.”*, 2011; Monteiro et al.”®, 2012).

De forma similar, outro estudo avaliou a atividade de NPsAg sobre 6 cepas de
bactérias. Os resultados mostraram atividade antibacteriana das NPsAg sobre todas as cepas

avaliadas. NPsAg de 5 nm apresentam melhor atividade antimicrobiana sobre Escherichia
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coli e Fusobacterium nucleatum. NPsAg de 5 nm inibiram completamente o crescimento de
F. nucleatum na concentragdo de 25 pg/mL; para 15 e 55 nm, a concentracdo foi de 50 e 100
ng/mL, respectivamente (Lu et al.%®, 2013).

As propriedades antibacteriana e antibiofilme das NPsSAg ou em associagdo a
antibidticos sobre varias bactérias foi também pesquisada. P. aeruginosa mostrou-se mais
susceptivel em comparagdo as bactérias Gram-positivas, devido a interacdo entre 0s
compostos das NPs e os componentes da parede celular bacteriana com carga negativa
(Gurunathan et al.*?, 2014). De forma similar, foi relatada a atividade antibiofilme das NPsAg
sobre P. aeruginosa que resultou na reducdo de 95 a 98% da capacidade de formacéo de
biofilme (Kalishwaralal et al.®, 2010).

Estudos recentes investigaram a eficacia das NPsAg sobre células planctdnicas e em
biofilme de P. aeruginosa. Os resultados mostraram-se satisfatérios com reducéo da formacéo
de biofilme, sendo que a completa inibicdo foi alcancada com a concentracdo de 10 pg/mL
(Konigs et al.>®, 2015; Velazquez-Velazquez et al.*'°, 2015).

Em comparagdo com outros metais, a prata € menos citotoxica para células humanas e
é usada em baixa concentracdo in vivo. NPsAg tém mostrado atividade antifungica sobre C.
albicans a uma concentracdo de 0,2 pg/mL, que é significativamente inferior a concentragéo
citotoxica sobre fibroblastos humanos (30 pg/mL) (Allaker®, 2010; Panacek et al.®, 2009).
Panacek et al.® (2009) avaliaram a atividade antif(ingica de diferentes concentracdes de
NPsAg, demonstrando que a concentragdo de 27 mg/L inibiu o crescimento de C. albicans, e
que esse efeito inibitdrio foi melhorando com adigdo de estabilizadores na formulagdo (CIM =
0,05 mg/L), além disso ndo mostraram efeito citotoxico em fibroblastos humanos nessas
concentragdes.

Recentemente, um estudo mostrou que as NPsAg com tamanho de 100 nm foram
menos citotoxicas do que as de menor tamanho (20 e 60 nm) nas maiores concentracdes
avaliadas e que as NPsAg em geral causaram leve inflamacdo no tecido pulmonar de ratos
(Arai et al 8, 2015).

No estudo de Ahn et al.? (2014), foi demonstrado que os agentes de revestimento na
superficie das NPsAg e o tamanho das particulas contribuem com a toxicidade, e que o
estresse oxidativo e danos no DNA parecem ser mecanismos potenciais da genotoxicidade.
Alcool polivinilico (polyvinyl alcohol - PVA) é um polimero sintético que esta sendo usado
atualmente como agente estabilizador e de revestimento na sintese de NPsAg (Cavassin et
al.?°, 2015; Mahmoud®, 2015; Paino, Zucolotto®, 2015) por ser biocompativel, ndo

mutagénico, solivel em meio aquoso e apresenta resisténcia quimica (Baker et al.'2, 2012).
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S&o poucos os artigos publicados sobre o uso das NPsAg na Endodontia, sobretudo
estudos in vitro simulando uma condicdo clinica, especificamente para ser usado como

soluco irrigadora de canais radiculares. Moghadas et al.”

(2012) introduziram uma solugéo
irrigadora a base de NPsAg para ser utilizada no tratamento endodéntico e compararam sua
eficacia antibacteriana com NaOCI a 5,25% sobre suspensao de E. faecalis e Staphylococcus
aureus (forma plantdnica) apos os periodos de contato de 3, 5 e 15 min. Apés cada periodo
foi realizada a contagem das UFC mL™. N&o foi observado crescimento bacteriano nos grupos
e periodos avaliados, concluindo que a nova solucdo irrigadora de NPsAg é tdo efetiva quanto
NaOCI.

Wau et al."** (2014) avaliaram a eficécia antibacteriana das NPsAg como irrigante dos
canais radiculares sobre biofilmes de E. faecalis formados em dentina humana por 4 semanas.
A solucdo de NPsAg a 0,1% foi comparada ao NaOCI a 2% e a andlise dos espécimes ap0s
tratamento foi realizada por meio de MEV e microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). A integridade da estrutura do biofilme n&o foi destruida apds 2 minutos de irrigacéo
com a solucdo de NPsAg e a proporcdo de células vivas foi similar ao grupo tratado com
salina.

Recentemente, outro estudo avaliou a citotoxicidade em cultura celular, e a atividade
antibacteriana sobre células plancténicas de E. faecalis das NPsAg (com diferentes cargas) em
comparagdo ao NaOCl a 2,5% e clorexidina (CLX) a 0,2% (Abbaszadegan et al.!, 2015). As
NPsAg com carga positiva tiveram maior atividade antibacteriana e as NPsAg com diferentes
cargas foram menos citotdxicas do que o NaOCl e CLX.

Farnesol (FAR), de férmula molecular CisH260, é um alcool sesquiterpénico
naturalmente encontrado em prépolis e em 6leos essenciais de sementes, plantas aromaticas e
frutas citricas que apresenta atividades antitumoral, antimicrobiana e antibiofilme (Akiyama
et al.?, 2002; Alves et al.”, 2013; Jabra-Rizk et al.*®, 2006; Jahangir, Sultana®®, 2008). Tem
sido recentemente identificada como uma molécula autoreguladora “quorum-sensing (OS)”
secretada pelo fungo patdgeno C. albicans (Brilhante et al.*®, 2015; Joo, Jetten®’, 2010; Sato
et al.%®, 2004; Shirtliff et al.’*, 2009). QS é uma forma de comunicagdo quimica entre um
grupo de micro-organismos da mesma ou diferentes espécies, e € essencial para o
desenvolvimento de biofilmes. Ainda, é responsavel por mediar diversas caracteristicas dos
biofilmes, tais como viruléncia, maturacéo, espessura e resisténcia aos antibioticos (Fernandes
et al.*®, 2016). Além disso, farnesol esta envolvido na inibicdo da germinacéo e a formacéo de
biofilme por C. albicans (Brilhante et al.’®, 2015; Katragkou et al.*®, 2015; Ramage et al.”,

2002) e pode ser citotéxico em elevadas concentracdes (Shirtliff et al.'*, 2009).
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Nesses sentido, farnesol merece destaque devido a sua expresiva atividade
antimicrobiana sobre espécies bacterianas e fangicas. A sua potencial atividade antifungica
foi demonstrada sobre diferentes espécies de Candida e Cryptococcus, bem como sobre
Coccidioides posadasii e Paracoccidioides brasiliensis (Brilhante et al.*’, 2013; Brilhante et
al.'®, 2015; Cordeiro et al.*”, 2013; Jabra-Rizk et al.*®, 2006). O seu mecanismo de acéo ainda
ndo foi elucidado (Cordeiro et al.?’, 2013; Jabra-Rizk et al.*®, 2006). Acredita-se que o
farnesol danifica a membrana da célula fangica comprometendo a sintese de ergosterol em
que por sua vez, induz a apoptose em C. albicans por meio de ativacdo das caspases (Cordeiro
et al.?’, 2013; Shirtliff et al.'®, 2009). Uma vez ativadas, as caspases clivam a enzima
fosfocolina citidiltransferasa-a, causando a interrup¢do da sintese de fosfatidilcolina em
células de mamiferos, mas a relevancia deste mecanismo permanece desconhecido em células
fangicas (Cordeiro et al.?”, 2013). Segundo alguns autores, farnesol atua como um precursor
na biossintese de esterdis e isoprendides, que sdo essenciais na regulacdo da proliferagdo,
diferenciacdo e apoptose, assim como na biossintese de lipidios em fungos, plantas e animais
(Brilhante et al.*®, 2015; Joo, Jetten®?, 2010).

Cordeiro et al.?” (2013) avaliaram a atividade antiftingica do farnesol e sua interacéo
com antifangicos tradicionais sobre cepas resistentes de Candida spp., incluindo C. albicans,
por meio da determinacdo da CIM pelo método de microdilui¢do. Os valores de CIM para
farnesol, variaram entre 4,68 — 150 uM, concluindo que os seus efeitos in vitro melhoram a
atividade dos antifangicos tradicionais sobre os isolados resistentes de Candida spp. Estes
resultados suportam uma investigacdo mais aprofundada sobre o papel desta substancia na
biossintese de ester6is e como ele interfere com a viabilidade celular. Recentemente, 0s

resultados do estudo de Katragkou et al.>

(2015) demonstraram que farnesol em combinacao
com substancias antifungicas, pode ser utilizado como agente antibiofilme adjuvante sobre C.
albicans.

Na area da Endodontia, sdo poucos os estudos que avaliam o farnesol, porém esta
solucdo apresenta potencial para ser utilizada como coadjuvante no tratamento endodéntico
(Alves et al.”, 2013). Alves et al.? (2013) avaliaram os efeitos antimicrobiano e antibiofilme
do farnesol a 0,2% e associagdes, como solucéo irrigadora de canais radiculares, comparado
ao NaOCl a 2,5%. Foram realizados trés ensaios: cristal violeta, para avaliar os efeitos sobre a
biomassa do biofilme de E. faecalis; o teste de desinfeccdo da dentina, para avaliar os efeitos
sobre a viabilidade bacteriana em biofilme; e o teste de desinfec¢do do canal radicular, para

simular a utilizagdo na prética clinica. Farnesol foi eficaz na redugéo da biomassa do biofilme.
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Todas as substancias afetaram a viabilidade bacteriana em biofilmes e farnesol apresentou
bons resultados, porém nao foi superior ao NaOCI.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana, antibiofilme e
citotoxicidade de solugdes de NPsAg e farnesol para fornecer subsidios para sua indicacao na

etapa de irrigacdo final apos preparo biomecanico dos canais radiculares.



67

6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

As solugbes de NPsAg e FAR avaliadas apresentam atividades antimicrobiana e
antibiofilme sobre E. faecalis, C. albicans e P. aeruginosa, porém foram menos efetivas do
que NaOCI. Ainda, apresentam baixa citotoxicidade, sem efeitos genotdxicos sobre as células
fibroblasticas quando comparadas ao NaOCI, e apresentam a¢do antimicrobiana ex vivo na
reducdo de E.faecalis do SCR.

NPsAg e FAR podem ser uma opc¢do em casos onde NaOCI apresente limitagcdes de
uso e/ou efeitos colaterais, incluindo casos de hipersensibilidade. Além disso, apresentam
potencial para uso em diferentes protocolos de irrigacao final dos canais radiculares.
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