UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

LETICIA LOBO DE MELO SIMAS

Interaction of dual biofilm with commercial and
experimental endodontic cements of calcium silicate

Interagao de biofilme microbiano misto com cimentos
endododnticos comerciais e experimentais de silicato de
calcio

BAURU
2023



LETICIA LOBO DE MELO SIMAS

Interaction of dual specie biofilm with commercial and
experimental endodontic cements of calcium silicate

Interagao de biofilme microbiano misto com cimentos
endododnticos comerciais e experimentais de silicato de
calcio

Dissertacdo  constituida por  artigo
apresentada a Faculdade de Odontologia
de Bauru da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias no Programa de Ciéncias
Odontolégicas aplicadas, na area de
concentracdo Endodontia

Orientador: Prof. Dr.2 Flaviana Bombarda
de Andrade

BAURU
2023



Lobo de Melo Simas, Leticia

Interacao de biofilme microbiano misto com
cimentos endoddnticos comerciais e experimentais
de silicato de calcio / Leticia Lobo de Melo Simas. --
Bauru, 2023.

51 p.:il.; 31 cm.

Dissertacao (mestrado) -- Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo,
2023.

Orientador: Prof. Dr. @ Flaviana Bombarda de
Andrade

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a
reprodugao total ou parcial desta dissertagédo/tese, por processos
fotocopiadores e outros meios eletrénicos.

Comité de Etica da FOB-USP
Protocolo n°; 56193422.5.0000.5417
Data:09/05/2022




Y Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru
Assisténcia Técnica Académica

Servigo de Pds-Graduagao

FOLHA DE APROVACAO

Dissertacdo apresentada e defendida por
LETiCIA LOBO DE MELO SIMAS
e aprovada pela Comissao Julgadora
em 28 de novembro de 2023.

Prof.? Dr.? LIDIANE DE CASTRO PINTO
HRAC-USP

Prof.? Dr.? MARINA ANGELICA MARCIANO DA SILVA
FOP-UNICAMP

Prof.°Dr.° MARCO ANTONIO HUNGARO DUARTE
FOB-USP

Prof.2 Dr.? FLAVIANA BOMBARDA DE ANDRADE
Presidente da Banca
FOB - USP

A
e My | 1
\ s | [
\ones A UV ot
Prof. Dr. Marco Antonio Hurn_:;éir'fc'.l Duarte

Presidente da Comissdo de Pds-Graduagdo
FOB-USP

Al. Dr. Octévio Pinheiro Brisolla, 9-75 | Bauru-SP | CEP 17012-901 www.posgraduacao.fob.usp.br 0 posgraduacaofobusp G fobuspoficial

e 14 3235-8223 @ posgrad@fob.usp.br @posgradfobusp g @FobPos



DEDICATORIA

Gostaria de dedicar este trabalho principalmente a minha familia, a qual sempre me
apoiou na minha trajetoria.

Quero também dedicar a minha Professora Flaviana Bombarda de Andrade, por
todas as oportunidades durante esses anos, sou muito grata pelos artigos
publicados, inumeros aprendizados no meio cientifico e por sempre ter me auxiliado.
Dedico também meu trabalho a meus colegas da Endodontia, pois sé com a ajuda

deles foi possivel concluir este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, pois foi ele quem me encaminhou e
permitiu realizar minha graduagao e pos-graduagéo na Faculdade de Odontologia de
Bauru.

A minha familia, em especial a minha mae Renata e meus irmao Camila e Alexandre
que sempre me apoiaram e deram todo suporte para que conseguisse concluir esta
etapa.

Aos meus amigos, Carolina Gachet, Karina Azanha, Ana Beatriz Mdéi, que me
acompanharam e deram suporte durante todo o periodo.

Nao podia deixar de fazer um agradecimento especial a minha companheira de
laboratorio e amiga Mirela César de Barros, pela parceria, sem sua ajuda tudo seria
mais dificil.

A Faculdade de Odontologia de Bauru e a Universidade de Sao Paulo e a todos os
docentes, pela experiéncia e aprendizado que adquiri nesta instituicdo e
imensuravel.

Gostaria também de agradecer ao CNPqg a bolsa concedida (processo:

131956/2021-3), que me permitiu concluir minha p6s-graduacgéo.



O mundo ndo é dos espertos. E das pessoas
honestas e verdadeiras. A esperteza um dia é
descoberta e vira  vergonha. A honestidade se
transforma em exemplo para as proximas geragées.
Uma corrompe a vida; outra

enobrece a alma”

Chico Xavier



RESUMO

Objetivo: avaliar a tividade antimicrobiana de cimentos experimentais a base de
silicato de calcio contendo sulfato de bario e 6xido de zircdnio prontos para uso e na
forma pé-liquido, associados aos veiculos propilenoglicol, polietilenoglicol e glicerina,
nas propor¢des de 100% ou de 50% em agua destilada. Material e Métodos: o
cimento comercial Bio C Sealer ® foi utilizado como controle. Inicialmente, foi
realizado o teste de tempo de presa seguindo as normas ANSI/ADA(2000). A seguir
as cepas de E. faecalis e Lactobacillus casei foram reativadas em caldo BHI e MRS,
respectivamente, para a formacdo de biofilme. Raizes palatinas de 49 molares
superiores recém-extraidos foram coletadas, instrumentadas e contaminadas com
ambas as cepas supracitadas. Em seguida, as raizes foram obturadas com os
cimentos descritos e depois avaliadas em microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). Também foi realizado o teste de contato direto dos cimentos frescos sobre
o biofilme, utilizando placas de 24 pogos, nos periodos de 1, 24 e 48 horas, a fim de
quantificar as unidades formadoras de col6nias (UFC/mL). Resultados: o cimento
Bio-C Sealer, seguido do veiculo propilenoglicol associado a agua proporcionaram a
presa mais rapida em relagdo aos demais grupos. Na contagem de UFC/mL (p>.05),
o propilenoglicol seguido do cimento Bio-C Sealer foram responsaveis pela maior
reducao microbiana e, de forma geral, L. casei demonstrou maior suscetibilidade aos
cimentos testados do que E. faecalis. Na analise em MCVL, os menores valores de
viabilidade bacteriana foram observados no grupo que continha polietilenoglicol,
glicerina, glicerina associada a agua e comercial (p>.05). Conclusao: o veiculo
propilenoglicol favoreceu o efeito antimicrobiano nos cimentos experimentais em
contato direto, seguido do cimento comercial Bio-C Sealer. Na descontaminagao
intratubular, os cimentos veiculados em polietilenoglicol, glicerina, glicerina

associada a agua e comercial obtiveram melhor desempenho.

Descritores: Biofilme. Silicato de calcio. Atividade antimicrobiana. Enterococcus

faecalis



ABSTRACT

Interaction of dual species biofilm with commercial and experimental

endodontic cements of calcium silicate

Aim: to evaluate the antimicrobial activity of experimental cements based on calcium
silicate with barium sulfate and zirconium oxide ready for use and of powder-liquid
presentation, associated with the vehicle propylene glycol, polyethylene glycol or
glycerin, in proportions of 100% or 50% in distilled water. Material and methods: the
commercial sealer Bio C Sealer ® was used as control group. At first, the setting time
test was performed following the ANSI/ADA (2000) standards. Following, E. faecalis
and Lactobacillus casei strains were reactivated in BHI and MRS broth respectively
for biofilm formation. The palatal root of 49 extracted maxillary molars were collected,
instrumented, and contaminated with the both strains mentioned above.
Subsequently the specimens were filled with the appropriate sealer and thereafter
evaluated in confocal laser scanning microscope (CLSM). The direct contact test was
also performed using 24-well plates, of fresh sealers over the biofilms, in periods of
1, 24 and 48 hours, in order to quantify the colony forming units (CFU/mL). Results:
the commercial sealer, followed by propylene glycol in destilled water group had the
faster setting time, compared with the others. In the CFU/mL count (p>.05),
propylene glycol followed by Bio-C Sealer were responsible for the greatest microbial
reduction and, in general, L. casei showed greater susceptibility to the tested
cements than E. faecalis. In the MCVL analysis, the lowest bacterial viability values
were observed in the group that contained polyethylene glycol, glycerin, glycerin in
distilled water and commercial sealer (p>.05). Conclusion: the vehicle propylene
glycol favored the antimicrobial effect in the experimental sealers in direct contact,
followed by the commercial cement Bio-C Sealer. At the intratubular
decontamination, the sealers with polyethylene glycol, glycerin, glycerin in distilled

water and commercial sealer had the best performance.

Key — words: Biofilm. Calcium silicate. Antimicrobial activity. Enterococcus faecalis.
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1 Introdugao

O tratamento endoddntico bem-sucedido conta com a maxima eliminacido da
infeccdo presente no sistema de canais radiculares e a preveng¢ao da re-contaminagao
desses espacos apos o tratamento (CHEUNG & STOCK, 1993; SIQUEIRA et al., 2001).
A obturacdo dos canais radiculares visa o preenchimento do espago ampliado e
descontaminado, com o objetivo de selar hermeticamente esse sistema
tridimensionalmente complexo (CHEUNG & STOCK, 1993; SIQUEIRA et al., 2001;
CINTRA et al., 2017; GIACOMINO et al., 2019).

Os cimentos endodbénticos devem ser confeccionados de forma a permitir
satisfatéria unido guta-percha/dentina, apresentando propriedades fisico-quimicas
adequadas seguindo as normas ISO (/nternational Organization for Standardization)
(ISSO 6876) e ADA (American Institute/ American Dental Association) n°57, que
determinam parametros para propriedades ideais de solubilidade, pH, tempo de presa e

escoamento.

Cimentos endoddnticos a base de silicato de célcio, também denominados cimentos
hidraulicos, foram introduzidos na endodontia e ganharam popularidade devido as suas
vantagens como bioatividade e biocompatibilidade aos tecidos periapicais (CAMPS et
al.,2015; ALSUBAITH et al., 2020).

Uma das vantagens de novos cimentos sdo suas propriedades bioativas que
estimulam as respostas fisiologicas 6sseas e a remineralizagdo da estrutura dentinaria,
criando um ambiente favoravel para a cicatrizacdo da periodontite apical (CANDEIRO et
al., 2019; BAGHDADI et al., 2020). Os cimentos denominados hidraulicos s&o baseados

nos mecanismos do precursor MTA.

A introducéo do agregado trioxido mineral (MTA) na odontologia comecgou no inicio
dos anos 90, devido a necessidade de um material com propriedades fisico-quimicas e
biolégicas satisfatorias, a fim de ser usado em casos de capeamento pulpar direto, como
cimento retro-obturador e em acidentes e complicagbes comuns da pratica endoddéntica,

como as perfuragoes.

Os estudos iniciais de Torabinejad (1995) mostraram que quando empregado como
cimento retro-obturador possuia propriedades fisico-quimicas superiores aos comumente
usados na época como amalgama, IRM e Super EBA, superior capacidade de impedir
infiltragéo bacteriana e menor citotoxidade (TORABINEJAD et al., 1995). O MTA também
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foi sugerido como um material para selar comunicagdes entre o endodonto e tecidos
periodontais mostrando-se superior ao amalgama e IRM na prevengao da infiltragao
bacteriana (NAKATA et al., 1998).

Considerando os resultados positivos obtidos com o MTA, outros estudos foram
realizados, sendo sua principal indicagado a regeneragao do tecido pulpar e da dentina,
obtendo bons resultados em procedimentos de capeamento pulpar, pulpotomia,
perfuragao radicular, apicificagado e reabsor¢gées (ROBERTS et al., 2008; TSATSAS et al.,
2005; ZAFAR et al.,, 2020), além de ser utilizado em cirurgia parendoddntica como
cimento retro-obturador (ALCALDE et al.,, 2018). O MTA é considerado um material
bioativo, pois quando em contato com os tecidos libera hidroxido de calcio [Ca(OH);]
estimulando o reparo pulpar ou perirradicular. Segundo Zafar (2020) as propriedades que
0s materiais bioativos devem apresentar sao: resisténcia adequada, propriedades
antimicrobianas, biocompatibilidade, bioatividade (capaz de estimular e modular a
resposta do hospedeiro), ser dimensionalmente estavel, ter facil manipulagéo, ter bom
selamento, ndo ser sensivel a umidade, ndo reabsorvivel, ndo tdxico, né&o

carcinogénico/genotéxico, e apresentar radiopacidade satisfatoria.

Assim, baseados nos mecanismos do MTA, os cimentos hidraulicos tém sido
recomendados para situagdes clinicas em que atuardo como reparadores (perfuragoes,
capeamento e obturacao retroégrada) ou obturadores (obturagdo dos canais radiculares)
(DUARTE et al., 2018).

Dentre esses novos materiais inclui-se o Bio C Sealer (Angelus, PR, Brasil), cimento
pronto para uso que possui em sua composi¢ao silicatos de calcio, aluminato de calcio,
oxido de calcio, 6xido de ferro, didxido de silicio, 6xido de zirconio exercendo a funcéo de
radiopacificador e como agente dispersante o polietilenoglicol (SILVA et al., 2020;
TAVARES et al, 2021; ANTUNES et al., 2021; SANZ et al, 2021). Mostra-se
biocompativel e bioativo quando testado em contato intimo com tecido subcutaneo de
ratos, através da liberagcao de ions hidroxila que alcalinizam o ambiente e o calcio, tendo

papel fundamental no reparo (SILVA et al., 2020).

Estudos mostraram que suas propriedades fisico-quimicas de tempo de presa,
alcalinizacdo do meio, radiopacidade e alteracdo dimensional estdo dentro dos resultados
desejaveis (PRIMUS et al., 2019; ANTUNES et al.,, 2021; SANZ et al.,, 2021). Em

contrapartida teve solubilidade maior do que a recomendada pelas normas ISSO/ADA
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(ZORDAN-BRONZEL et al., 2019). Quanto a sua capacidade antimicrobiana o cimento
antes de seu tempo de presa final apresentou efetividade contra cepas de E. faecalis, E.
coli e P. aeruginosa, porém nao contra S. mutans e apos a presa, Bio C Sealer
apresentou potencial antimicrobiano comparavel a de outros cimentos comerciais
(BARBOSA et al., 2020).

Acredita-se que os diversos resultados ocorrem devido aos diferentes testes
microbianos utilizados, e, poucos estudos foram publicados acerca da atividade
antibacteriana do cimento a base de silicato de calcio Bio C Sealer, em especial quando
se trata da interagao destes cimentos com biofilme bacteriano misto, o que representaria

melhor a situagao clinica.

Sabe-se que os microrganismos ainda podem estar presentes no momento da
obturagdo e viaveis para causar infecgdo quando novamente em contato com fluidos
tissulares ou exsudato, os quais podem invadir o sistema de canais radiculares, devido a
falhas na obturacdo. Também, infiltragdo via coronaria pode carrear saliva e nutrientes
para os mesmos, ainda que o preparo biomecanico seja capaz de mudar drasticamente o
ambiente no interior do canal, microrganismos mais resistentes podem manter seu estado
de viabilidade e patogenicidade e retomar suas atividades metabdlicas quando as fontes
de nutrientes sao restabelecidas (SIQUEIRA et al., 2018).

Enterococcus faecalis, coco Gram-positivo altamente resistente, tem a capacidade
de invadir os tubulos dentinarios e resistir ao pH alcalino proporcionado pela pasta de
hidréxido de calcio in vitro (VASUDEVA et al., 2017; ZANCAN et al., 2018, VERA et al.,
2012), porém pode ser eliminado quando em contato direto (FERREIRA et al, 2007),
sendo comumente relacionado a casos de fracasso do tratamento endodéntico. Pinheiro

et al. (2003) mostrou que pode ser encontrado em 52,94% dos casos de insucesso.

Quando feita a analise de dentes com persisténcia de lesao perirradicular, indicados
para retratamento endoddntico, E. faecalis foi a bactéria mais prevalente presente em
77% dos casos, seguido das espécies anaerdbias P. alactolyticus, P. propionicum, D.
pneumosintes, e F. alocis (SIQUEIRA & ROCAS, 2004).

Prada et al. (2019) em sua revisdo de literatura cita E. faecalis como uma das
bactérias mais presentes quando se trata de fracasso do tratamento devido aos seus
mecanismos de sobrevivéncia, em especial a capacidade de formar biofilme e sobreviver

por longos periodos sem nutrientes.
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Com o desenvolvimento das técnicas anaerdbias houve um progresso no estudo da
microbiologia, mostrando que a infecgdo endodéntica tem etiologia polimicrobiana. Uma
vez que 0s microrganismos entram no canal, eles podem posteriormente invadir os
tubulos dentinarios e formar um biofilme complexo interagindo com outras espécies (SEN
et al., 1997; EGAN et al., 2002).

O caminho mais comum de microrganismos da cavidade oral para a polpa dentaria
€ através da lesdo de carie e assim o sistema de canais radiculares se torna um ambiente
favoravel a sua proliferagdo com consequente degradagao da polpa (BAUMGARTNER et
al., 1991).

Lactobacillus casei € um bacilo, Gram-positivo, anaerébio facultativo. Desempenha
papel importante nas etapas de iniciacdo e progressdo da lesdo de carie profunda
(SMILINE et al., 2012).

Apesar de estar associada a carie dentaria, esta espécie também pode ser
encontrada no interior dos canais radiculares quando ha infec¢cdo endodéntica. Lana et al.
(2001) realizou uma analise microbiolégica de 31 dentes antes e depois da
instrumentacao e entre os géneros mais encontrados estava o Lactobacillus, juntamente

com Prevotella, Fusobacterium, Streptococcus, Clostridium e Peptostreptococcus.

Em 1999, Suzuki e colaboradores em seu estudo isolaram 20 espécies bacterianas

de canais radiculares com necrose pulpar, sendo uma delas o Lactobacillus casei.

Com os materiais e técnicas disponiveis atualmente, as varias etapas do tratamento
endodontico visam alcangar um ambiente o mais asséptico possivel nos canais
radiculares, para que haja previsibilidade terapéutica. Para isso, a redugdo da carga
microbiana no sistema de canais radiculares é fundamental para que haja o reparo dos
tecidos periapicais (SIQUEIRA & ROCAS, 2008).

Os cimentos endoddnticos com atividade antimicrobiana podem representar uma
estratégia adicional para eliminar os microrganismos remanescentes dos canais,
prevenindo infecgcdes recorrentes e também para promover melhor reparo das estruturas
afetadas (SINGH et al., 2016). Além disso, a dificuldade de aderéncia de microrganismos

na superficie desses materiais deve ser bastante desejavel.

Visto que nenhum material obturador preenche todos os requisitos apropriados e

que a maioria apresenta atividade antimicrobiana somente antes de tomar presa e
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discreta atividade apds a presa, sédo relevantes os estudos para entender melhor o
mecanismo de acdo dos cimentos disponiveis, assim como para desenvolver novos

produtos que atendam melhor essa necessidade (BARBOSA et al., 2020).

Portanto, este estudo possibilitou avaliar o comportamento antimicrobiano de
cimentos endodénticos comerciais e experimentais frente ao biofiime misto de
Enterococcus faecalis e Lactobacillus casei, visto que ndo foi encontrado na literatura
estudos que correlacionam este tipo de biofiime aos cimentos endodénticos em questao.
Além disso, possibilitou a analise de cimentos bioceramicos experimentais, associados a
diferentes veiculos, os quais podem alterar seu comportamento. A pesquisa foi feita
através do uso da microscopia confocal de varredura laser (MCVL), teste de contato direto
(TCD) e determinagao do tempo de presa, com a finalidade de avaliar a porcentagem de
microrganismos em seus tubulos dentinarios, quantificar as unidades formadoras de

colénias em contato com os cimentos frescos e determinar o tempo de presa.
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2 ARTIGO

O artigo apresentado nesta dissertagao foi escrito de acordo com as instrugdes e

orientagdes para a submissao de artigos apresentados na revista Journal of Endodontics.
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RESUMO

Objetivo: avaliar a tividade antimicrobiana de cimentos experimentais a base de silicato
de calcio contendo sulfato de bario e 6xido de zircbnio prontos para uso e na forma po-
liquido, associados aos veiculos propilenoglicol, polietilenoglicol e glicerina, nas
propor¢cdes de 100% ou de 50% em agua destilada. Material e Métodos: o cimento
comercial Bio C Sealer ® foi utilizado como controle. Inicialmente, foi realizado o teste de
tempo de presa seguindo as normas ANSI/ADA(2000). A seguir as cepas de E. faecalis e
Lactobacillus casei foram reativadas em caldo BHI e MRS, respectivamente, para a
formagao de biofiime. Raizes palatinas de 49 molares superiores recém-extraidos foram
coletadas, instrumentadas e contaminadas com ambas as cepas supracitadas. Em
seguida, as raizes foram obturadas com os cimentos descritos e depois avaliadas em
microscopia confocal de varredura a laser (MCVL). Também foi realizado o teste de
contato direto dos cimentos frescos sobre o biofilme, utilizando placas de 24 pogos, nos
periodos de 1, 24 e 48 horas, a fim de quantificar as unidades formadoras de colbnias
(UFC/mL). Resultados: O cimento Bio-C Sealer, seguido do veiculo propilenoglicol
associado a agua proporcionaram a presa mais rapida em relagdo aos demais grupos. Na
contagem de UFC/mL (p>.05), o propilenoglicol seguido do cimento Bio-C Sealer foram
responsaveis pela maior redugcdo microbiana e, de forma geral, L. casei demonstrou maior
suscetibilidade aos cimentos testados do que E. faecalis. Na analise em MCVL, os
menores valores de viabilidade bacteriana foram observados no grupo que continha
polietilenoglicol, glicerina, glicerina associada a agua e comercial (p>.05). Concluséo: o
veiculo propilenoglicol favoreceu o efeito antimicrobiano nos cimentos experimentais em
contato direto, seguido do cimento comercial Bio-C Sealer. Na descontaminagao
intratubular, os cimentos veiculados em polietilenoglicol, glicerina, glicerina associada a

agua e comercial obtiveram melhor desempenho.

Descritores: Biofilme. Silicato de calcio. Atividade antimicrobiana. Enterococcus faecalis.
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Introducgao

O sucesso do tratamento endodéntico depende da reducdo ou eliminagcdo da infecgao
intrarradicular (1). O preparo quimico e mecanico € responsavel pela maior eliminagao
bacteriana, juntamente com a aplicagcdo de medicagao intracanal, porém microrganismos
no interior dos canais radiculares e nos tubulos dentinarios ainda podem estar viaveis no
momento da obturagdo, logo as propriedades antibacterianas dos cimentos obturadores
podem agregar beneficios ao eliminar bactérias persistentes nos tubulos dentinarios (2,3).
Com as informagdes disponiveis na literatura € conhecido que cimentos a base de silicato
de calcio ou cimentos hidraulicos, possuem intensa atividade antimicrobiana antes da
presa final, sendo ela discreta ou inexistente apds a presa. Esses cimentos sdo uma
mistura pd/liquido, em que o pd contém os principais constituintes do material e o liquido
€ o veiculo para dissolugdo do mesmo (4). Além das propriedades antimicrobianas,
também possuem outras caracteristicas desejaveis como alta biocompatibilidade e baixa
citotoxidade, liberagdo de hidroxido de calcio [Ca(OH)2], selamento contra bactérias e
saliva, capacidade de endurecimento na presenga de sangramento ou condi¢gdes umidas,
resisténcia a compressao adequada e dureza aceitavel (5). Porém, sua consisténcia
inadequada que leva a um dificil manuseio e alta solubilidade ainda sao dificuldades a
serem superadas. O teste de formulacdes inéditas associadas a diferentes veiculos tem
grande importancia para superar os presentes desafios. Glicerina, propilenoglicol e
polietilenoglicol sdo usados na endodontia como agente dispersante devido as suas
adequadas propriedades (4,6). Dissociagdao ibnica, viscosidade, tempo de presa e
resposta do tecido podem depender do veiculo utilizado (7). Novas formulagdes
associadas a diferentes veiculos podem alterar o comportamento dos cimentos

endodobnticos.

Portanto, este estudo possibilitara avaliar o comportamento antimicrobiano de
cimentos endodénticos comerciais e experimentais frente ao biofiime misto de
Enterococcus faecalis e Lactobacillus casei, visto que nao foi encontrado na literatura
estudos que correlacionam este tipo de biofiime aos cimentos endodénticos em questao.
Além disso, possibilitara a analise de cimentos bioceramicos experimentais, associados a
diferentes veiculos, os quais podem alterar seu comportamento. A pesquisa foi feita
através do uso da microscopia confocal de varredura laser (MCVL), teste de contato direto

(TCD) e determinagéao do tempo de presa, com a finalidade de avaliar a porcentagem de
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microrganismos em seus tubulos dentinarios, quantificar as unidades formadoras de

coldénias em contato com os cimentos frescos e determinar o tempo de presa.
Material e método

Foram testados cimentos experimentais constituidos de silicato de calcio, sulfato de bario
e oxido de zircbnio com os veiculos propilenoglicol, polietilenoglicol e glicerina, contendo
2,5% de cloreto de calcio como catalisador, variando-se a condicdo de cimentos prontos

para uso ou cimentos po-liquido, de acordo com as proporgdes dos veiculos (Tabela 1):

Tabela 1 — Grupos e composicdo quimica dos cimentos experimentais e comercial

utilizados nos testes

Grupos Po Liquido

G1 (pronto pra uso) 40% Silicato de célcio 100% Propilenoglicol
5% Sulfato de bario

55% Oxido de zirconio

G2 (pronto pra uso) 40% Silicato de calcio 100% Polietilenoglicol
5% Sulfato de bario

55% Oxido de zirconio

G3 (pronto pra uso) 40% Silicato de célcio 100% Glicerina
5% Sulfato de bario

55% Oxido de zirconio

G4 (p6-liquido) 40% Silicato de calcio 50% Propilenoglicol
0, A1 7
% Sl}lfato de bario 50% Agua destilada
55% Oxido de zirconio
G5 (p6-liquido) 40% Silicato de calcio 50% Polietilenoglicol
0, 211 I
S% S}llfato de birio 50% Agua destilada
55% Oxido de zirconio
G6 (p6-liquido) 40% Silicato de célcio 50% Glicerina
0, 211 r
3% S}llfato de bdrio 50% Agua destilada
55% Oxido de zirconio
G7 - Bio C Sealer (Angelus/ Silicatos de calcio, aluminato de [ Agente dispersante.

calcio, 6xido de calcio, 6xido de
zirconio, 0xido de ferro, didxido
pronto pra uso de silicio.

Parand — Brasil) - Controle
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Determinacgao do tempo de presa dos cimentos

Cinco anéis fundidos de gesso de Paris, com diametro interno de 10 mm e espessura de
2 mm, foram preparados. As bordas externas dos moldes foram fixadas com cera em
placa de vidro (75 x 25 x 1 mm). Os moldes foram entdo preenchidos com o material e
transferidos para uma camara com 95% de umidade relativa e temperatura de 37 °C.
Apds 150 £ 10 s do inicio da mistura do cimento, uma agulha do tipo Gilmore com massa
de 100 + 0,5 g e extremidade plana de 2,0 £ 0,1 mm de didmetro foi cuidadosamente
abaixada verticalmente na superficie horizontal de cada amostra. A ponta da agulha foi
limpa e a sondagem foi repetida até que as endentagdes deixassem de ser visiveis. Se os

resultados diferissem em mais de * 5%, o teste era repetido (8).

Acao antimicrobiana intratubular

Preparo dos espécimes

O projeto foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da instituicdo local — CEP/FOB-USP.

Foram utilizadas 49 raizes palatinas de primeiros molares superiores de humanos,
extraidos por motivos adversos ao projeto, com apices completamente formados. Os
dentes foram conservados em solugéo de timol a 1%. Dentes com rizogénese incompleta,
tratamento endodéntico anterior, reabsor¢cdes e fraturas radiculares foram excluidos.
Todos eles foram limpos utilizando-se curetas periodontais e ultrassom Jetsonic Quatro
(Gnatus, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) para a remogédo de restos de tecido e calculos
dentarios. As amostras receberam trés banhos em cuba ultrassénica (Odontobras,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil) de 10 minutos cada, com hipoclorito de sédio (NaOCl) a 1%
(Férmula e Agéo, Sao Paulo, SP, Brasil), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17%
(Biodinamica Quimica e Farmacéutica, Ibipora, PR, Brasil) seguidos de agua destilada

para neutralizar as substancias anteriores.

Todos os dentes tiveram suas coroas removidas no nivel da jungdo cemento-esmalte por
meio de disco diamantado de 0,3 mm de espessura em maquina de corte Isomet (Isomet,
Buehler, Lake Bluff, lllinois, EUA) a 200 rpm com objetivo de facilitar o preparo dos canais

radiculares.
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A fim de realizar a distribuicdo amostral, os espécimes de dentina foram analisados em
Tomografia Computadorizada de Feixe Conico (TCFF). No intuito de fixar os elementos
dentais para escaneamento tomografico, foi confeccionada uma placa de isopor
quadrangular (12x12 cm), com auxilio de um cortador de isopor elétrico. Os dentes foram
inseridos no centro da placa com didmetro correspondente ao campo de visao (Field of
view - FOV) do aparelho tomografico (6 cm). Para isso, ainda com auxilio de um cortador
de isopor, pequenas depressdes foram realizadas de forma a posicionar e fixar os dentes
em linhas dispostas no interior do circulo correspondente ao campo de visdo, com seus
eixos vestibulo-lingual e mésio-distal em um mesmo sentido. Na ultima linha foi realizada
apenas uma depressao no canto inferior esquerdo, a fim de identificar a posi¢cao da placa

apos a aquisigao das imagens.

O conjunto raizes/placa de isopor foi adaptado a mesa do tomografo computadorizado de
feixe conico (i-CAT® Cone Beam 3D, Imaging Sciences International, Hartfield, PA, EUA)
da Clinica de Radiologia Odontolégica da FOB-USP, e em seguida foi realizada a
aquisicao das imagens com protocolo de aquisigdo com voxel isométrico de 0,25 mm,
tempo de exposicao de 40 s, KVP de 120 kV, corrente de 36 mAs e campo de visao (Field
of view - FOV) de 6 cm.

A etapa seguinte consistiu na analise das imagens obtidas com auxilio do programa
RadiAnt DICOM Viewer, para avaliar a presenca de rizogénese incompleta, tratamento

endodontico anterior, reabsorgdes e fraturas radiculares (9).

As 49 raizes palatinas dos molares superiores foram randomicamente divididos em 7

grupos (n=07) por meio do software on line (https://www.openepi.com/Menuw/OE_Menu.htm).
Apods a divisdo dos grupos foi calculado o volume do canal de todas as raizes de cada
grupo utilizando o programa RadiAnt DICOM Viewer (Medixant, Poznan, Polénia) e foi

realizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Para instrumentagao dos canais foi utilizado o motor VDW Silver (VDW GmbH, Munique,
Alemanha) e a técnica de preparo utilizada foi a coroa-apice utilizando o sistema
reciprocante Reciproc (VDW GmbH, Munique, Alemanha). O comprimento de trabalho foi
estabelecido pela visualizagdo da lima tipo K n°® 10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga)
no forame apical e subtraindo-se 1 mm. O canal foi inundado com hipoclorito de sédio a
1% e foi realizada a exploragao inicial do comprimento de trabalho com a lima manual tipo

K n°15 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga).


https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm
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O preparo dos canais foi realizado com instrumento R25 do sistema Reciproc. Este foi
utilizado com suaves movimentos de introdugcdo e remogao de pequenas amplitudes até
que se atinja os 2/3 do comprimento de trabalho. Em seguida os canais foram irrigados
com 2 mL de NaOCl a 1% com auxilio de uma seringa e agulha de calibre 30 (Navitip,
Ultradent Products Inc. South Jordan, UT) e foi realizada a irrigagcao passiva ultrassénica
por 20 segundos utilizando o ultrassom Jet-Sonic Four Plus (Gnatus, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil) operando no modo Endo e poténcia 2, munido da ponta Irrisonic (Helse, Séo
Paulo, SP, Brasil).

Seguiu-se o preparo primeiramente a 3 mm do comprimento de trabalho e posteriormente
até atingir a extensdo do mesmo, sendo que a agitagdo ultrassénica foi realizada em cada
uma das etapas. Para finalizagdo do preparo do terco apical foi utilizado o instrumento
Reciproc R40 (VDW, Munique, Alemanha). Apdés o término do preparo foi realizada a
irrigacao passiva ultrassénica do EDTA a 17% (Biodinamica Quimica e Farmacéutica
Ltda., Ibipora, PR, Brasil) a 2 mm aquém do comprimento de trabalho por 20s, a qual foi
repetida por 3 vezes. Ao final cada canal foi irrigado com 5 mL de solugao fisiolégica e

secos com pontas de papel absorvente #40 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica).

Contaminagao intradentinaria dos espécimes

Para realizar o processo de contaminagao foi seguido o protocolo proposto por Andrade et
al. (2015). Os espécimes foram esterilizados dentro de microtubos com 1,5 mL de agua
destilada, em autoclave (Cristofoli, Campo Mouréo, PR, Brasil) a 121°C por 20 minutos.
Utilizando uma camara de fluxo laminar, a agua foi removida, 1000uL de BHI esterilizado
foram adicionados em cada microtubo contendo um espécime, e, em seguida, estes
foram levados a uma cuba ultrassénica (Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) durante
15 minutos com o intuito de promover uma reidratacdo dos espécimes, bem como

possibilitar uma maxima penetracdo do meio de cultura nos tubulos dentinarios.

Para a contaminagdo das amostras de dentina foram utilizadas as cepas bacterianas
catalogadas com numero de registro da American Type Culture Colection de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e de Lactobacillus casei (ATCC 7469). Todos os
procedimentos de contaminagao foram realizados dentro de uma camara de fluxo laminar
seguindo os protocolos de biossegurangca. As cepas de Enterococcus faecalis e
Lactobacillus casei foram cultivadas em 3 mL de caldo BHI e MRS respectivamente,

esterilizado e mantidas em estufa de cultura a 37°C durante 24 horas. Lactobacillus casei
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foi inserido primeiramente para permitir seu crescimento, uma vez que esta espécie atinge
o apice de proliferacdo em 18h, segundo sua curva de crescimento. Enterococcus faecalis
foi inserido um dia depois, devido seu apice de proliferagao ser mais rapido, em torno de 7

horas.

No primeiro dia do protocolo de contaminacao foi realizado o preparo do inéculo. Para
isso, a absorbancia dos tubos com cultura em crescimento foi medida, utilizando um
espectrofotometro (1105 BEL Photonics do Brasil, Osasco, SP, Brasil) ajustado com
comprimento de onda de 540nm. Os resultados obtidos foram comparados a escala de
MacFarland para verificar sua concentragdo. Em um frasco contendo meio de cultura
especifico esterilizado foi adicionado um volume calculado do caldo com Enterococcus
faecalis e outro com Lactobacillus casei para ajustar o in6culo a uma concentragdo de
3x10® UFC/mL e armazenado em estufa de cultura a 37°C, para ocorrer o crescimento

exponencial dos microrganismos.

Em seguida, o meio de cultura utilizado em cada microtubo com os espécimes foi
removido e 1000 pL do inéculo adicionado. Os microtubos foram levados a uma
centrifuga (Eppendorf 5417R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para a realizagdo de
uma sequéncia de centrifuga¢des, em duplicata, nas velocidades 1400, 2000, 3600 e
5600 rotagdes por minuto (rpm), durante 5 minutos a 25°C (11). O in6culo foi renovado
apo6s cada centrifugacao. Ao final das 8 centrifugacdes, o inéculo foi removido e 1000uL
de BHI esterilizado limpo foi adicionado. Em seguida, uma unica centrifugagéo a 3600 rpm
foi realizada durante 5 minutos a temperatura de 25°C. Os microtubos foram

armazenados em estufa a 37°C durante 24 horas.

No segundo dia, o meio de cultura foi removido dos microtubos e 1000uL de BHI
esterilizado foram adicionados, sendo em seguida realizada uma centrifugagcéo a 3600g
durante 5 minutos a 25°C. Os microtubos foram novamente armazenados em estufa a
37°C durante 24 horas.

No terceiro dia, o indculo e todos os ciclos de centrifugag¢des foram realizados da mesma
forma como no primeiro dia. No quarto dia o procedimento foi o mesmo que o realizado no
segundo dia. No quinto dia, os cilindros de dentina estavam devidamente contaminados

intratubularmente e aptos para a obturagao.
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Obturacao

Para a obturacido dos canais a quantidade e proporgdes dos cimentos obturadores
experimentais foram determinadas por um estudo piloto. O cimento comercial foi
manipulado segundo informag¢des do fabricante, colocado sobre uma placa de vidro e
pesado em uma balanga de precisdo AR 2140 (Ohaus Corporation, Shangai, China)
sendo que a quantidade de cimento para cada dente foi de aproximadamente 0,1012
gramas. O cimento foi misturado em uma placa de vidro, usando uma espatula de metal

n°® 24 até se obter uma consisténcia homogénea.

Para os sete grupos, o cimento obturador foi inserido a 2 mm aquém do comprimento de
trabalho com auxilio de espiral de Lentulo n°® 35 acionada em motor elétrico VDW Silver
Reciproc (VDW GmbH, Munique, Alemanha) utilizando rotagdo horaria continua de 250
rom. Para a obturacdo foram utilizados cones de guta-percha 40.06 (VDW GmbH,
Munique, Alemanha), os quais foram inseridos envoltos em cimento e em movimento
unico. Apds a obturagcédo o excesso do cone foi cortado e uma leve compactagao vertical
realizada com condensadores de Paiva n° 3 (Golgran, Sao Paulo, Brasil) e os dentes

foram mantidos em umidade de 95% a 37°C durante 10 dias, para a presa do cimento.
Analise em Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

Apés o periodo de armazenamento as amostras de dentina foram seccionadas
longitudinalmente no sentido vestibulo/palatino utilizando uma maquina de corte Isomet
(Isomet, Buehler, Lake Bluff, lllinois, EUA) com disco diamantado de 0,3 mm de
espessura a 200 rpm e com solucao fisiologica esterilizada. Apds o seccionamento, as
secgdes foram imersas em EDTA a 17% (Biodinamica Quimica e Farmacéutica Ltda.,
Ibipora, PR, Brasil) durante 5 minutos e logo apés foram imersos em solugao fisiologica.
Foram selecionada uma hemi-parte de cada espécime e corada com 30uL LIVE/DEAD®
BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) durante

10 minutos.

Apos o referido periodo, os espécimes foram fixados em uma lamina de vidro com 6leo de
imerséo e levadas ao microscopio confocal de varredura a laser (Leica TCS-SPE, Leica
Microsystems GmbH, Mannheim, Alemanha). A obten¢éo das imagens de cada espécime
foi realizada com a objetiva de 40x, com intervalo de 1um de profundidade e resolugao de
imagem de 1024 x 1024 pixels. Foram obtidas imagens de quatro campos, sendo 2

proximos (proximo a luz do canal) e 2 distantes (em diregdo a porgédo externa da raiz)
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utilizando o programa Leica Application Suite-Advanced Fluorescence (LAS AF, Leica
Mannheim, Alemanha). As imagens foram analisadas com o programa Bioimage L v2-1 e
0s microrganismos vivos e mortos foram quantificados, através da fluorescéncia verde
(SYTO 9 ®) e vermelha (iodeto de propideo) respectivamente, emitida pelas mesmas nas
imagens avaliadas. Assim foi possivel quantificar espacialmente os microrganismos

viaveis dentro dos tubulos dentinarios em contato com a obturagdo endodéntica.

Teste de contato direto em placa de 24 pogos

Contaminagao das placas de 24 pocgos

Foram utilizadas as cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Lactobacillus casei
(ATCC 7469). Apos o ajuste da densidade (3x10® UFC/mL) cada pogo de uma placa de
24 pocgos (Corning, NY, EUA, ref. No. 3524) recebeu 100 yL de E. faecalis + 100 yL de L.
casei + 1.5mL de caldo BHI (11,12). O BHI foi renovado a cada 48 h durante 7 dias. Ao

longo deste intervalo de tempo, a placa foi incubada em estufa bacterioldgica a 37°C.
Tratamento com os grupos experimentais

Apods a formagao do biofilme no fundo da placa, os pogos foram lavados com 1mL de
agua destilada esterilizada para remover as bactérias fracamente aderidas e entdo 1
grama de cada formulagéo testada (recém-espatulada, quando fosse o caso) foi colocada
no fundo da placa de cultura de células de 24 pogos, incluindo um grupo controle positivo
que nao recebeu tratamento (cimento). Os cimentos foram deixados repousar pelos

periodos de tempo de 1, 24 e 48 horas em estufa bacterioldgica a 37°C.

Em seguida, foi adicionado 1 mL de agua destilada esterilizada em cada poco e
transferido 100 pL deste conteudo para microtubos contendo 900 pL de agua destilada
esterilizada. Os microtubos tiveram seu conteudo homogeneizado por agitagdo em vortex
durante 1 min. Em seguida, as solugdes foram diluidas em série em agua destilada
esterilizada até 10° 50 uL, de cada diluicdo foram semeados em placas de Petri
contendo o meio de cultura M-enteroccocus agar (Merck, Darmstadt, Alemanha) para
determinar as contagens de E. faecalis e o meio Man, Rogosa e Sharpe (MRS) agar
(Merck, Darmstadt, Alemanha) para determinar as contagens de L. casei. As placas foram
incubadas em condi¢des aerdbicas a 37°C por 48 horas para subsequente contagem das

unidades formadoras de colénia/mL.
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Resultados

Determinacgao do tempo de presa dos cimentos

A tabela 2 resume os tempos de presa inicial e final dos cimentos experimentais,
de acordo com o veiculo utilizado, além do controle. O Bio-C Sealer apresentou tempo de
presa inferior aos demais cimentos testados (p<0,05), dentro do especificado pela
ANSI/ADA (2000). Com relagao ao veiculo empregado, a associacao do propilenoglicol
com agua destilada na propor¢cédo de 1:1, foi responsavel por acelerar a presa em

comparagao as demais formulacoes.

Tabela 2 — Tempo de presa em horas (h) dos cimentos experimentais e comercial.

Tempo G G2 G3 G4 G5 G6 G7
de Propileno  Polietileno Glicerina  propileno Polietileno Glicerina/ Bio C-
glicol glicol P f /5 ; Sealer
resa glicol/agua glicol/agua agua
P destilada destilada destilada
(horas)
Inicial 72 48 48 48 216 72 4
Final 240 216 216 120 288 240 4

Teste de contato direto em placa de 24 pogos

De forma geral, L. casei demonstrou maior suscetibilidade aos cimentos testados
do que E. faecalis. No periodo de 1h, o polietilenoglicol favoreceu atividade antimicrobiana
na forma pronto para uso. Tanto em 24h quanto em 48h o propilenoglicol nas duas formas
de uso dos cimentos seguido do cimento Bio-C Sealer foram responsaveis pela maior

reduc&o microbiana para ambas espécies (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Representacédo grafica da mediana e viabilidade bacteriana apos 1, 24 e 48

horas para L. casei.
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Figura 2. Representacédo grafica da mediana e viabilidade bacteriana apés 1, 24 e 48

horas para E. faecalis.
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Viabilidade bacteriana em microscopia confocal de varredura laser

Para a viabilidade total, todas as formulagdes testadas, exceto a contendo polietilenoglicol
associado a agua, reduziram significativamente a porcentagem de bactérias viaveis em
comparagao ao grupo que nao passou por nenhum tratamento (controle negativo)
(p<0.05). O melhor desempenho antimicrobiano intratubular foi observado nos grupos que
continham polietilenoglicol, seguido de glicerina, dglicerina associada a agua,
propilenoglicol e o comercial Bio-C sealer (Angelus/Parana-Brasil), variando de 76,83% a
54,06%. Na analise por tercos, todos os cimentos foram capazes de diminuir a viabilidade
bacteriana (variando de 90,36% a 59,17%) quando comparados ao controle negativo,
tanto no tergo cervical quanto no apical, exceto o propilenoglicol e polietilenoglicol

associados a agua. O mesmo foi observado nas regides superficial e profunda.
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G 1 - Propilenoglicol G 2 - Polietilenoglicol G 3 - Glicerina

G 4 - Propilenoglicol + G 5 - Polietilenoglicol + G 6 - Glicerina + G 7 — Bio C- Sealer
agua destilada dgua destilada agua destilada

Figura 3. A) Representacao grafica da mediana e viabilidade bacteriana apés 10 dias de
contato com os cimentos. B) Imagens de microscopia confocal de varredura a laser de
amostras representativas mostraram células bacterianas viaveis (verde) e mortas

(vermelhas).



33
Discussao

A pratica endodéntica contemporanea tem acesso a materiais bioativos, com
propriedades capazes de estimular o selamento biolégico em perfuragdes radiculares,
retrobturacbes, capeamento pulpar, pulpotomia, apicificagcbes, procedimentos

endodonticos regenerativos, além de outras situagdes clinicas (14, 15, 16).

O presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver um novo material
com propriedades antimicrobianas, ja que os cimentos disponiveis no mercado sao

caracterizados em sua maioria pela discreta ag&o frente a microrganismos (17,18).

O sucesso do tratamento endoddntico depende da redugdo ou eliminagdo da
infeccao intrarradicular (1), em que o preparo quimico-mecanico é responsavel pela maior
eliminagcdo bacteriana, juntamente com a aplicacdo de medicagdo intracanal, porém
microrganismos no interior dos canais radiculares e nos tubulos dentinarios ainda podem
estar viaveis no momento da obturagdo, logo as propriedades antibacterianas dos
cimentos obturadores podem agregar beneficios ao eliminar bactérias persistentes nos

tubulos dentinarios (2, 3).

Cimentos a base de silicato de calcio possuem intensa atividade antimicrobiana
antes da presa final, sendo ela discreta ou inexistente apds a presa. Esses cimentos sao
uma mistura pd/liquido, em que o poé contém os principais constituintes do material e o
liquido € o veiculo para dissolugdo do constituinte (4). Glicerina, propilenoglicol e
polietilenoglicol tém sido usados na Endodontia como veiculos devido as suas adequadas
propriedades bioldgicas, fisico-quimicas e antimicrobianas (4,6). Dissociagédo ibnica,

viscosidade, tempo de presa e resposta tecidual podem depender do veiculo utilizado (7).

A partir da hidratagdo do silicato de calcio, devido ao seu contato com agua ou
fluido de tecidos vivos ocorre a formacao do hidroxido de calcio e com sua dissociacado ha
liberacdo de ions calcio e hidroxila, o que proporciona um ambiente alcalino propicio a
formacéao de tecido mineralizado e desfavoravel ao crescimento bacteriano, resultando na
atividade antibacteriana desse material. Essa alteragédo do pH é lenta e depende de varios
fatores (19).

O Bio-C Sealer apresentou tempo de presa inferior aos demais cimentos testados

(p<0,05), dentro do especificado pela ANSI/ADA (2000). Com relagdo ao veiculo
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empregado, a associagao do propilenoglicol com agua destilada na proporcao de 1:1, foi

responsavel por acelerar a presa em comparagao as demais formulacoes (4).

No presente estudo, foram utilizadas as metodologias de teste de contato direto
(TCD) e fluorescéncia em microscopia confocal. Os dados do TCD, estao relacionados ao
efeito bactericida e nao bacteriostatico das formulagdes. Isso € importante, pois as
bactérias podem voltar a apresentar atividade apds a redugcao do efeito bacteriostatico
dos cimentos (5). Em relagdo as bactérias, embora tenham sido cultivadas juntas em
biofilme, a sua contagem foi separada, em meios seletivos. Dessa maneira foi possivel
evidenciar que L. casei foi mais sensivel que E. faecalis, gerando menos col6nias apos o
desafio antimicrobiano, o que corrobora estudos anteriores que mostram maior resisténcia
de E. faecalis (20).

Na primeira uma hora de contato com os cimentos, para ambas as bactérias, o
cimento veiculado em polietilenoglicol (grupo 1) promoveu menor proliferagdo bacteriana.
Ja nas 24 e 48 horas de contato biofilme-cimentos, para ambas as bactérias, os grupos
que mais inibiram essa proliferacdo foram G1(cimento pronto para uso com
propilenoglicol), G4 (cimento manipulado com propilenoglicol e agua destilada) e G7
(cimento comercial), sendo estatisticamente diferentes dos demais grupos. Entre G1, G4

e G7, G4 promoveu os menores valores de unidades formadoras de colbnias.

Desde 1965 o propilenoglicol € relatado como um antimicrobiano com marcada
atividade germicida (21), assim como o polietilenoglicol, pois ambos tém sua capacidade
bactericida ja elucidada na literatura (22,23). No TCD, o cimento com propilenoglicol
apresentou-se efetivo tanto na reducao de E. faecalis, quanto de L. casei. Nalawade et al
(2015) avaliando a efetividade de alguns veiculos, incluindo o propilenoglicol, contra
diferentes microrganismos em teste de contato direto, demostraram que os mesmos nao
foram capazes de diminuir a viabilidade de E. faecalis (25,26). Contrariamente, no
presente estudo, apesar da capacidade antibacteriana dos veiculos empregados, a

formulagao por si s6 influenciou os resultados positivos encontrados.

Também Pereira et al. (2017) nao detectaram efetividade antimicrobiana
intratubular quando testaram somente o veiculo propilenoglicol como controle.
Provavelmente, o efeito antimicrobiano desses veiculos seja dificultado pelo acesso mais

dificil as bactérias escondidas dentro dos tubulos dentinarios.
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De acordo com a analise de MCVL, todas as associagbes testadas foram capazes
de reduzir o numero de bactérias viaveis quando comparado ao controle negativo, o que
sugere a capacidade antimicrobiana da formulagdo nas concentracdes testadas. De todos
os veiculos utilizados a glicerina foi relatada na literatura como capaz de exercer pouca
atividade antimicrobiana (27, 4) enquanto a agua destilada ndo possui atividade. Nessa
associacao (glicerina + agua), a formulagao testada foi capaz de reduzir o nimero de
bactérias vivas em microscopia confocal mais efetivamente que o grupo controle, devendo
este efeito ser atribuido a liberagao de hidroxila dos cimentos ao invés de efeito produzido

pelos veiculos.

Ademais, pode se observar que em microscopia confocal, todos o0s grupos
(especialmente G4 e G5) que estavam associados a agua destilada apresentaram um
menor desempenho quando comparado ao teste de contato direto (Figura 3A).
Acreditamos que isso ocorreu porque a agua apresenta alta tensao superficial, resultando
em uma menor penetrabilidade nos tubulos dentinarios, quando comparada aos veiculos
propilenoglicol, polietilenoglicol e glicerina (28). A tensao superficial da agua é mais alta
(72,8mN/m), seguida pela glicerina (63,1 mN/m) e depois polietilenoglicol e propilenoglicol
(52,5 e 36,0 mN/m respectivamente), o que pode explicar os melhores resultados desses

dois ultimos veiculos tanto no TCD quanto na descontaminacgao intratubular (29,30,31)

As bactérias encontradas na superficie sdo facilmente removidas com o preparo
biomecanico. Contudo, as que conseguem se alojar no interior dos tubulos podem

sobreviver a tais procedimentos podendo causar o insucesso (33).

E. faecalis € a bactéria mais prevalente envolvendo falhas do tratamento
endodontico. Uma das razbes é sua habilidade de penetracdo profunda em tubulos
dentinarios (300 um) e a capacidade tampao da dentina que preserva os microrganismos

das alteragdes de pH (34).

Além do veiculo empregado, o tamanho e forma das particulas que constituem os
cimentos testados, podem controlar essa penetragcdo. O silicato de calcio apresenta
particulas nanométricas, inferiores a 10 uym, o que favorece suas propriedades fisico

quimicas, assim como uma melhor difusao nos tubulos (35).

Os novos materiais desenvolvidos, especialmente cimentos de silicato de calcio,
devem passar por testes laboratoriais e clinicos para verificar se os componentes

atendem também as propriedades fisico-quimicas, em especial a solubilidade. Estudos
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mostram que esse tipo de cimento pode apresentar solubilidade acima do recomendado,
0 que pode comprometer a qualidade do selamento a longo prazo (12). Portanto, mais
investigacdes sdo necessarias para elucidar melhor as propriedades dos cimentos de

silicato de calcio e em qual situagao clinica devem ser empregados.
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Tabela 3 - Porcentagem mediana (intervalo de confianga de 95%) de bactérias viaveis

nos tubulos dentinarios.

APENDICES

Grupos
Controle
G1
G2
G3
G4
G5
G6

G7

Total
Me (Min-Max)

96.52 (10.99 - 99.95)°
39.21 (2.17 - 99.79)%
23.17 (0.00 - 99.68)
30.26 (0.83 - 97.01)?
71.89 (1.16 - 99.81)"
87.98 (3.62 - 100.0)®
38.50 (0.47 - 99.54)

45.94 (0.17 - 99.89)

Superficial
Me (Min-Max)

91.87 (10.99 - 99.95)
38.92 (0.58 - 99.22)
31.35 (0.06 - 94.97)
27.36 (1.21 - 85.97)
61.57 (1.16 - 95.41)
79.29 (18.55 - 100.0)
37.32 (0.47 - 95.26)

25.53 (0.17 - 99.89)

Profundo
Me (Min-Max)

97.74 (29.59 - 99.87)
33.55 (0.21 - 99.79)
15.61 (0.00 - 99.68)
36.02 (0.83 - 97.01)
84.66 (15.35 - 99.81)
91.18 (3.62 - 99.99)
40.09 (4.24 - 99.54)

50.50 (1.53 - 97.67)
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Tabela 4 - Mediana (Me), minimo e maxima (Min-Max) de UFC/mL e reducdo percentual

de L. casei (%) para cada grupo experimental.

L. casei

Grupos
Controle
G1
G2
G3
G4
G5
G6

G7

1h

(Logio UFC/mL)

Me (Min-Max)
9.42 (9.12 - 9.67)
9.03 (8.30 - 9.27)*°
0.95 (0.91 - 0.96)°
9.07 (8.67 - 9.42)
9.29 (8.96 - 9.75)
9.16 (8.90 - 9.42)
9.06 (9.03 - 9.58)°

8.14 (0.00 - 9.41)>

24 h

(Logio UFC/mL)

Me (Min-Max)
9.12 (9.05 - 9.38)°
0.00 (0.00 - 8.27)
8.72 (8.12 - 8.82)™®
8.90 (7.12 - 9.42)™
0.00 (0.00 - 7.90)°
8.90 (8.57 - 9.05)
7.12 (0.00 - 8.38)"

0.00 (0.00 - 8.68)*

48 h

(Logio UFC/mL)

Me (Min-Max)
9.12 (9.07 - 9.30)
0.00 (0.00 - 0.00)*
7.72 (7.42 - 7.82)*
0.00 (0.00 - 8.27)>*
0.00 (0.00 - 0.00)°
8.27 (7.42 - 8.55)
0.00 (0.00 - 7.97)

0.00 (0.00 - 7.90)




48

Tabela 5 - Mediana (Me), minimo e maxima (Min-Max) de UFC/mL e redugao percentual

de E. faecalis (%) para cada grupo experimental

E. faecalis

Grupos
Controle
G1
G2
G3
G4
G5
G6

G7

1h

(Logio UFC/mL)

Me (Min-Max)
9.12 (9.12 - 9.60)™
9.52(9.38 - 9.72)
8.94 (0.00 - 9.20)"
9.20 (9.08 - 9.42)*
8.90 (8.60 - 9.20)**
8.55 (7.42 - 8.75)°
9.82 (9.60 - 9.90)°

9.11 (8.50 - 9.44)®

24 h
(Log1io UFC/mL)
Me (Min-Max)
9.127 (9.12 - 9.17)°
7.42 (0.00 - 9.12)°
8.97 (7.12 - 9.12)?
8.90 (7.12 - 9.42)
7.60 (0.00 - 9.29)?
9.08 (8.42 - 9.78)
9.20 (8.24 - 9.42)"

8.30 (0.00 - 9.44)?

48 h

(Logio UFC/mL)

Me (Min-Max)
9.12 (9.10 - 9.12)
0.00 (0.00 - 0.00)°
8.20 (7.90 - 8.55)
7.90 (0.00 - 8.55)°
0.00 (0.00 - 7.90)°
8.20 (7.60 - 9.12)®
8.44 (7.82 - 9.12)®

0.00 (0.00 - 9.19)*
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