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Tratamento do biofilme intracanal de Enterococcus
faecalis com suspensoes de diferentes nanoparticulas
e irrigantes convencionais

Treatment of the Enterococcus faecalis root canal biofilm
with nanoparticle suspensions and conventional irrigants

Josiane de Almeida!, Gabriela V. Santos', Morgana T. Orsi!, Bruna C. Cechella!, Anarela V. Bernardi', Wilson
T. Felippe!

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a efetividade das solugdes de hipoclorito de sodio
(NaOCl) 1% e 5%, clorexidina (CHX) 2%, suspensdes de nanoparticulas de prata (Np Ag) 1% e nanoparticulas
de oxido de zinco (Np ZnO) 26% contra o biofilme de E. faecalis. Material e Métodos: Setenta e seis dentes
humanos unirradiculados foram modelados, montados em um aparato especifico e esterilizados. Apos, 100 pL de
uma suspensao de E. faecalis foi inserida nos canais, sendo renovada diariamente por 7 dias. Quatro segmentos
radiculares foram analisados por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) para confirmar a presencga
do biofilme. Os segmentos radiculares remanescentes foram divididos aleatoriamente em 6 grupos (n = 12), de
acordo com a solugdo irrigadora empregada: G1) solucdo salina 0,85% (controle); G2) NaOCI 1%; G3) NaOCl
5%; G4) CHX 2%; G5) suspensao de Np Ag 1%; e G6) suspensdo de Np ZnO 26%. Concluida a irrigagdo, a
susceptibilidade do biofilme as solu¢des irrigadoras (n = 10) foi determinada pelo método de plaqueamento
e contagem de unidades formadoras de colonias (UFC). Uma analise por meio de MEV foi conduzida em 2
segmentos de cada grupo para visualiza¢do da estrutura do biofilme. O conjunto de dados, representados pelos
valores médios de UFC para cada grupo, foi analisado estatisticamente pelos testes Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney (p < 0,05). Resultados: A efetividade das solu¢cdes de NaOCl 5% e Np Ag 1% contra o biofilme
intracanal de E. faecalis foi superior comparada a solug@o salina 0,85% (p < 0,05). NaOCl 5% reduziu 100% das
UFC comparado ao grupo controle, seguido pela suspensao de Np Ag 1% (97,6%), Np ZnO 26% (96,1%), NaOCl
1% (94,1%) e CHX 2% (93,1%). Conclusdao: Com base na metodologia aplicada, as solu¢des de NaOCl 5% e
Np Ag 1% apresentaram excelente efetividade contra o biofilme de E. faecalis estabelecido no canal radicular.
Descritores: Biofilmes. Desinfeccdo. Enterococcus faecalis. Nanoparticulas metélicas.

INTRODUCAO

Micro-organismos persistentes ou provenientes
da cavidade oral sdo capazes de recontaminar o sistema
de canais radiculares e originar uma organiza¢ao
ecologica denominada biofilme, a qual influencia
diretamente o sucesso do tratamento endodontico'.
Apesar da infeccdo ser de natureza polimicrobiana?,
o Enterococcus faecalis é a espécie bacteriana mais
frequentemente isolada, presente na maioria dos canais
com necessidade de retratamento’.

Além da complexidade anatomica do sistema
de canais radiculares, a dificuldade de eliminagao do .
faecalis também esta relacionada a sua alta resisténcia
as substancias quimicas utilizadas durante a terapia

endodontica®. Além disso, o E. faecalis possui a
habilidade de penetrar os tiibulos dentinarios, se aderir
fortemente as paredes de dentina‘e, principalmente,
se organizar na forma de biofilme’.

Natentativa de aumentar o nivel de desinfec¢ao
do sistema de canais e consequentemente o indice
de sucesso dos tratamentos, diversas substancias
quimicas sdo utilizadas como auxiliares do preparo
mecanico. Merecem destaque o hipoclorito de sédio
(NaOCl) de 1% a 6%°7 ¢ a clorexidina (CHX).

Em suas diversas concentragdes, o NaOCl tem
demonstrado maior poder de eliminagao do biofilme
de E. faecalis quando comparado a outras solugdes
irrigadoras®. Contudo, mesmo apds a realizacdo do
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tratamento endodontico convencional sob irrigacao
com NaOCl e aplicagdo de hidréxido de calcio como
medicagdo intracanal, micro-organismos e biofilmes
viaveis ainda podem ser detectados na complexidade
do sistema de canais radiculares’°.

A CHX possui um espectro antimicrobiano
amplo e de longa duragdo, principalmente contra o
E. faecalis"'. Apesar de ser uma alternativa ao uso do
NaOCl, a CHX nio ¢ capaz de erradicar as bactérias
do canal radicular, mesmo quando associada ao uso
de aparelhos ultrassonicos'.

Devido a limitada agdo de desinfeccao
promovida pelas diversas manobras endodonticas,
novas alternativas de tratamento tém sido propostas.
O uso de nanoparticulas em Endodontia, como as
nanoparticulas de prata (Np Ag) e de 6xido de zinco
(Np ZnO), tem sido recomendado principalmente em
razdo da excelente agdo antimicrobiana promovida'*-'5.

Recentemente, tem sido demonstrado que
a incorporagdo de Np Ag a diferentes produtos
odontoldgicos proporciona atividade antimicrobiana
¢ antibiofilme aos materiais'®'®, Na forma de
nanoparticula, a prata tem se mostrado um potente
agente antimicrobiano'?, inclusive quando empregada
como medicacdo intracanal ou solugdo irrigadora'.

Hamuitosanos, ozincotemsidoutilizado como
principal constituinte dos cimentos endoddnticos, os
quais demonstram resultados positivos em relacdo ao
efeito antimicrobiano'. O uso de Np ZnO, na forma
de suspensdo, também tem proporcionado excelente
resultado quanto a eliminacdo e desagregagdo da
estrutura do biofilme intracanal de E. faecalis®.

Tendo em vista o potencial antimicrobiano
das Np Ag e Np ZnO, o objetivo deste estudo foi
avaliar e comparar a efetividade das solucdes de
NaOCl 1%, NaOCl 5%, CHX 2%, Np Ag 1% e
Np ZnO 26% contra um biofilme de E. faecalis
estabelecido no canal radicular. A hipdtese que
determinou o delineamento da investiga¢dao foi que
as suspensdes de nanoparticulas sdo mais eficientes
contra o biofilme de E. faecalis quando comparadas
aos irrigantes endoddnticos convencionais.

MATERIAL E METODOS

Preparo dos espécimes

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob o parecer
de niimero 359.070.

Foram selecionados 76 dentes humanos,
unirradiculados, com canais unicos e retos. Em
seguida, as coroas foram removidas de forma a se
obter segmentos radiculares de aproximadamente 12
mm de comprimento. Com o auxilio de uma lima K
#10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland)
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foi estabelecida a paténcia apical. Apds, os canais
foram limpos e modelados no sentido coroa-
apice por meio de brocas Gates-Glidden #3 e #2,
seguidas de limas Flexofile (Dentsply Maillefer). O
stop apical foi confeccionado com limas Flexofile
#35. Um reservatorio de 3 mm de profundidade foi
confeccionado na porgao cervical do canal com broca
Gates-Glidden #4. Durante o preparo foi realizada uma
irrigacdo com NaOCIl 1% a cada troca de instrumento.
A irrigacdo final foi realizada com EDTA 17% por 3
min e NaOCl 1% por 3 min.

Com excec¢do a entrada do canal, a superficie
externa dos segmentos, incluindo o forame apical,
foi impermeabilizada com duas camadas de adesivo
epoxi (Araldite de presa rapida, Ciba-Geigy AS,
Tabodao da Serra, SP, Brasil). Ap6s a secagem do
adesivo, os segmentos radiculares foram inseridos em
pequenos orificios produzidos em tampas de borracha.
Concluido o processo de esterilizagdo com gas de
oxido de etileno (ACECIL, Central de Esterilizacao
Com. Ind. Ltda., Campinas, SP, Brasil), as tampas de
borracha foram posicionadas em recipientes de vidro
estéreis, de forma a manter os segmentos radiculares
na posicao vertical durante todo o experimento.

Formacio do biofilme

Inicialmente, o numero de unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL do ino6culo
utilizado no experimento foi determinado. O
in6culo foi preparado a partir de uma tnica colonia
de E. faecalis (ATCC 29212) em Trypticase Soy
Broth (TSB) (Difco Laboratories, Becton Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Com o
auxilio de um espectrofotometro, a densidade optica
da cultura overnight de E. faecalis foi ajustada a
0.5. Ap6s, aliquotas de 50 pL foram plaqueadas em
Agar Mueller Hinton, as placas incubadas por 48 h
e o numero de UFC/mL determinado [=10® UFC/
mL].

Em condig¢des assépticas, aliquotas de 0,1 mL
da cultura de E. faecalis suplementada com sacarose
0,4% foram introduzidas nos canais radiculares
com o auxilio de seringas e agulhas estéreis. As
aliquotas foram renovadas diariamente durante
7 dias. Os dispositivos contendo os segmentos
radiculares foram incubados a 37°C durante o periodo
experimental. Para confirmar a formag¢ao de biofilme,
4 segmentos radiculares foram preparados para a
analise em microscopio eletronico de varredura
(MEV). Inicialmente, os segmentos foram fixados em
glutaraldeido 2,5% tamponado com cacodilato 0,2 M
durante 12 h a 4°C e seccionados longitudinalmente.
Em seguida, foram lavados em tampao cacodilato
0,2 M durante 1 h com duas trocas, desidratados (em
concentragdes ascendentes de alcool etilico - 25%,
50%, 75% e 95% por 20 min cada, e 100% por 1 h),
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montados em stubs e recobertos com ouro (300A).
Finalmente, os segmentos foram observados por meio
de MEV (Philips, SEM XL 30), operando a 10 kW,
em aumentos de 1.000x a 5.000x.

Nanoparticulas de prata e de éxido de zinco

As particulas contidas nas suspensdes de Np
Ag (TNS Nanotecnologia Ltda, Florianopolis, SC,
Brasil) e Np ZnO (Nanum Nanotecnologia S.A., Belo
Horizonte, MG, Brasil) apresentam tamanho médio de
aproximadamente 10 nm e 45 nm, respectivamente.
O teor de nanoparticulas na suspensdo de Np Ag foi
estabelecido apds a realizagdo de experimentos piloto e
analise de imagens obtidas por meio de MEV. A menor
concentracao de Np Ag na suspensao capaz de promover
consideravel efetividade antimicrobiana foi de 1%. O
teor de nanoparticulas na suspensao de Np ZnO (26%)
foi previamente estabelecido pelo fabricante.

Grupos experimentais e solucdes irrigadoras

Os segmentos radiculares foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n = 12),
de acordo com a solucdo irrigadora empregada: G1)
solucdo salina 0,85% (controle); G2) NaOCI 1%; G3)
NaOCl5%; G4) CHX 2% G5) suspensdo de Np Ag 1%;
e G6) suspensdao de Np ZnO 26%. O procedimento de
irrigacdo foi realizado com o auxilio de seringa e agulha
estéreis. A agulha, calibrada em 10 mm, foi introduzida
no espaco do canal radicular. Com movimentos de
vai e vem, 5 mL da solucdo foram injetados durante 5
min (1 mL/min). De forma similar aos procedimentos
descritos anteriormente, 2 segmentos radiculares de
cada grupo foram preparados e observados por meio
de MEV.
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Contagem de UFC

Imediatamente apds a irrigacdo, 3 cones
de papel absorvente calibre #35 foram inseridos
consecutivamente no interior do canal radicular,
de forma a tocar todas as paredes, ¢ mantidos por 1
min. Em seguida, os 3 cones foram transferidos a
um tubo Eppendorf estéril contendo 1 mL de solucao
salina. O tubo foi submetido a vibragdo em vortex por
30 segundos a fim de promover a remogao das bactérias
e agregados bacterianos aderidos aos cones de papel.
A partir desta suspensdo bacteriana inicial foram feitas
dilui¢des decimais sucessivas. Uma aliquota de 100 pL
foi removida dos tubos correspondentes as diluicdes de
100x e 1.000x, e plaqueada em triplicata em Agar Mueller
Hinton. As placas foram incubadas a 37°C por 48 h e apds
este periodo foi realizada a contagem de UFC.

Analise estatistica

O teste de normalidade Shapiro-Wilk
demonstrou uma distribui¢do ndo-normal. O conjunto
de dados, representados pelos valores médios de UFC
para cada grupo, foi analisado estatisticamente pelo
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e posteriormente,
para comparacdes multiplas, pelo teste Mann-
Whitney post hoc. Um nivel de significancia de 5%
foi adotado. Os testes foram realizados com o auxilio
do software Sigma Stat 3.5.

RESULTADOS

A andlise por meio de MEV, realizada ap6s o
periodo de incubagdo de 7 dias, confirmou a presenca
de biofilme no interior do canal radicular. Os dados
referentes aos resultados da contagem de UFC apos o
uso de cada solugdo estdo expressos no grafico 1.

Grifico 1 - Valores médios de UFC ap6s o protocolo de irrigagdo com as diferentes solugoes. Barras representam o desvio padrao.
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Letras diferentes apds as médias representam diferencga significativa (p < 0,05).
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As solugdes de NaOCl 5% e Np Ag 1%
apresentaram efetividade contra o biofilme de E.
faecalis significativamente superior a da solugdo salina
(Mann-Whitney post hoc, p < 0,05). De maneira geral,
0 NaOCl 5% demonstrou melhor efetividade reduzindo

v o LCME-UFBC

wEME-UFSE
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100% das UFC comparado ao grupo controle, seguido
pela suspensao de Np Ag 1% (97,6%), Np ZnO 26%
(96,1%), NaOCl 1% (94,1%) e CHX 2% (93,1%). A
figura 1 (a - f) demonstra a estrutura do biofilme apds o
tratamento com as diferentes solugdes irrigadoras.

LCME-UFS5C

Figura 1 - Fotomicrografias obtidas em MEV mostrando a superficie dentinaria e a arquitetura dos biofilmes apds o protocolo
de irrigagdo com as diferentes solugdes. (a) presenca de denso e espesso biofilme na superficie do canal radicular, apds
irrigagdo com solugdo salina 0,85% - (b) presenca de biofilme parcialmente estruturado, com microcolonias de E. faecalis
penetrando o interior dos tibulos dentinarios, apds irrigagdo com NaOCl 1% - (c) superficie dentinaria livre de bactérias,
apos irrigagdo com NaOCl 5% - (d) presenga de biofilme parcialmente estruturado cobrindo parte da superficie dentinaria,
apos irrigagdo com CHX 2% - (e) e (f) presenca de pequenos aglomerados bacterianos sobre a superficie dentinaria e
penetrando o interior de alguns tibulos dentinarios, apos irrigagdo com Np Ag 1% e Np ZnO 26%, respectivamente.

DISCUSSAO

Além da instrumentagdo, a desinfeccdo
do sistema de canais radiculares estd diretamente
relacionada a capacidade antimicrobiana das
solugdes irrigadoras, as quais assumem importancia
fundamental no prognostico do tratamento
endodontico’.

No presente estudo, a solugdo de NaOCl 5%
demonstrou excelente efetividade contra o biofilme
de E. faecalis, eliminando a totalidade de UFC.
Investigagdes prévias concordam com o achado e
demonstram que o NaOCl em altas concentragdes
¢ capaz de promover significativa desinfec¢do dos
canais radiculares’ 2. E provavel que a erradicagdo
bacteriana promovida pelo NaOCl 5% esteja
relacionada a alta concentragdo de acido hipocloroso
(HCI10) néo dissociado na solucdo, o que resulta em
uma maior a¢do antimicrobiana®.

Por sua vez, o NaOCl 1% nao foi capaz de
eliminar totalmente o biofilme. Outros estudos também

demonstraram que a acdo antibiofilme do NaOCl 1%
ndo ¢ 100% eficaz®*. Sua eficiéncia reduzida, quando
utilizado como unica manobra de desinfec¢do, pode
estar relacionada a presencga estruturada e organizada
do biofilme de E. faecalis, que confere aos micro-
organismos maior resisténcia frente aos agentes
quimicos®. Outra possivel explicacdo pode estar
relacionada a concentragdo da solucdo. Uma vez
que a concentragdo de HCIO liberado ¢ diretamente
proporcional a concentracdo da solugdo, o uso
de NaOCl em baixas concentra¢des, como 1%,
compromete sua eficacia antimicrobiana.

Embora sem diferenca significativa, a solugao
de CHX 2% apresentou menor efetividade contra
o biofilme de E. faecalis quando comparada as
demais solu¢des experimentais. Achados de estudos
prévios também demonstram sua ac¢do limitada?'?,
E sabido que a agdio antimicrobiana desempenhada
pela solucdo de CHX 2% estd relacionada a ligacdo
eletrostatica entre as suas moléculas catidnicas e a
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carga negativa da parede celular bacteriana, o que
causa alteragdes no equilibrio osmotico e perda de
componentes intracelulares”. No entanto, frente ao
biofilme, a CHX apresenta penetragdo limitada e
seu maior efeito antimicrobiano ocorre apenas nas
camadas mais externas?.

Neste estudo, a irrigagdo dos canais com a
suspensdo de Np Ag 1% reduziu significativamente as
UFC viaveis comparada ao grupo controle. Resultados
satisfatorios também foram demonstrados em outros
estudos, nos quais Np Ag foram utilizadas na forma de
solugdo irrigadora'®!s ou gel intracanal®®. Solugdes de
Np Ag foram capazes de desinfetar tubos de dentina de
forma semelhante ao NaOCl 2,5%!%, assim como o gel
de Np Ag foi capaz de desagregar significativamente
a estrutura do biofilme de E. faecalis e promover uma
reducdo no niimero de células viaveis'.

O excelente resultado proporcionado pelas Np
Ag 1% pode estar relacionado ao pequeno tamanho
das particulas, uma vez que o efeito antimicrobiano
da prata é dependente da superficie de contato®.
Quanto menor for o tamanho da particula, maior serd o
contato da prata com os micro-organismos. As Np Ag
se ligam a membrana celular e levam a um aumento
da permeabilidade bacteriana, afetando o sistema de
transporte através da membrana plasmatica. Assim,
ions Ag’, liberados em decorréncia da oxidagao
das nanoparticulas apds a ligacdo com a membrana
celular, sdo capazes de penetrar o interior da bactéria
e reagir com proteinas especificas, acarretando o
disturbio no metabolismo e a inibicdo dos sistemas
enzimaticos vitais, tais como 0 processo respiratorio
e a divisdo celular, resultando na morte bacteriana®”.

A suspensdo de Np ZnO 26% eliminou
96,1% das UFC viaveis, resultado aproximado ao
obtido apos a irrigagdo com as Np Ag 1%. Ainda que
diferenca significativa ndo tenha sido observada em
relacdo as diferentes solucdes testadas, a suspensao
de Np ZnO 26% promoveu uma reducéo bacteriana de
aproximadamente 2 log quando comparada a solugao
salina. Resultados de investigacdes prévias também
demonstram eficacia antibacteriana das Np ZnO contra
0 E. faecalis'"**. De forma semelhante as Np Ag, este
resultado também pode estar relacionado ao pequeno
tamanho das nanoparticulas de ZnO empregadas. A
ligacdo das Np ZnO a membrana celular bacteriana
pode levar a alteragdes na permeabilidade e perda
de componentes intracelulares, ocasionando a morte
da bactéria?®*°. Além disso, as Np ZnO também sdo
capazes de induzir a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS)*!, as quais modificam e danificam a
membrana celular®.

Uma possivel explicacdo para a incompleta
eliminagdo do biofilme de E. faecalis apds a irrigagao
com as solugdes de Np Ag 1% e Np ZnO 26% pode
estar relacionada a propria resisténcia dos micro-
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organismos quando estruturados na forma de biofilme.
Nessa organizac¢do, 0s micro-organismos apresentam-
se fenotipicamente e fisiologicamente diferentes
dos planctonicos®, exigindo maiores concentragdes
de antimicrobianos®*. Ainda, a matriz extracelular
polimérica produzida pelas células microbianas
durante o processo de maturagdo do biofilme* pode
ter servido como uma barreira quimica* e dificultado
a difusdo das nanoparticulas no interior das células
bacterianas®. Uma vez que a difusdo é o mecanismo
de transporte dominante nos biofilmes, a mobilidade e
a biodisponibilidade das nanoparticulas irdo depender,
em grande parte, do coeficiente de difusdo, o qual esta
relacionado ao tamanho das particulas e as caracteristicas
fisico-quimicas, assim como da natureza do biofilme*.
Além disso, uma inadequada interacdo entre as
nanoparticulas e a parede celular bacteriana durante
o periodo de 5 min em que os canais foram irrigados
pode ter dificultado a eficiente agdo das nanoparticulas'.
Um estudo recente demonstrou que, mesmo ap6s 24 h
de tratamento do biofilme de E. faecalis com Np ZnO,
um total de 10.000 a 100.000 bactérias vivas foram
observadas apds quantificagao microbiologica®.

Apesar do efeito antimicrobiano apresentado
pelas suspensdes de nanoparticulas na forma de
irrigante  endoddntico, é necessario cautela, tendo
em vista a possibilidade de toxicidade as células
humanas. Numerosos estudos tém investigado os
efeitos citotoxicos das nanoparticulas'***#°. Entretanto,
controvérsias permanecem em razao das propriedades
fisicas e quimicas apresentadas pelos variados tipos
de nanoparticulas, como o tamanho das particulas e as
caracteristicas da superficie*'. Além disso, varia¢des
na citotoxicidade sdo observadas em decorréncia do
tempo em que as nanoparticulas sdo empregadas*?, do
tipo de célula humana testada e da quantidade de metal
liberada no interior da célula®.

Diante dos resultados obtidos, abre-se a
perspectiva de uso das Np Ag 1% ¢ Np ZnO 26% como
solucdo irrigadora. Ainda assim, outros experimentos
sdo necessarios, a fim de avaliar a efetividade das
nanoparticulas contra um biofilme multiespécies,
como também suas propriedades bioldgicas.

CONCLUSAO

Com base na metodologia aplicada e
levando em consideracgdo as limitagcdes do estudo, as
solugdes de NaOCl 5% e Np Ag 1% apresentaram
excelente efetividade contra o biofilme de E. faecalis
estabelecido no canal radicular.

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to evaluate
and compare the effectiveness of 1% and 5% sodium
hypochlorite (NaOCI), 2% chlorexidine (CHX), 1%
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silver nanoparticles (Np Ag) suspension, and 26%
zinc oxide nanoparticles (Np ZnO) suspension against
E. faecalis biofilm. Methods: Seventy-six extracted
human teeth were biomechanically prepared,
mounted in a specific apparatus, and sterilized. Next,
100 pL of an E. faecalis suspension was inoculated
into the root canals, and was replaced every 24 h for 7
days. Four teeth were analyzed by scanning electron
microscopy (SEM) to confirm the presence of biofilm.
The remaining teeth were randomly divided in 6
groups (n = 12) according to the irrigation solution:
G1) 0.85% saline (control), G2) 1% NaOCl, G3) 5%
NaOCl, G4) 2% CHX, G5) 1% Np Ag suspension,
and G6) 26% Np ZnO suspension. After the irrigation
protocol, the biofilm susceptibility to disinfecting
solutions (n=10) was determined by colony-forming
unit (CFU) quantification. SEM was also performed
in 2 root segments to view the biofilm structure.
Data, represented by the mean number of CFU for
each group, were analyzed by means of the Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney post hoc tests (p < 0.05).
Results: The effectiveness of 5% NaOCI and 1% Np
Ag against E. faecalis biofilm was superior compared
to 0.85% saline solution (p < 0.05). 5% NaOCI was
able to reduce 100% of CFU when compared to the
control, followed by 1% Np Ag (97.6%), 26% Np
ZnO (96.1%), 1% NaOCl (94.1%), and 2% CHX
(93.1%). Conclusion: Based on the methodology
used, 5% NaOCl and 1% Np Ag showed excellent
effectiveness against intracanal E. faecalis biofilm.
Uniterms: Biofilms. Disinfection. FEnterococcus
faecalis. Metal nanoparticles.
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