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“Avoz o chama... Voz poderosa como nenhuma outra. Porque é uma voz que chama para lutar
por todos, pelo destino de todos, sem excegdo... Voz que traz o bem maior do mundo, bem que

é igual ao sol, mesmo maior que o sol: a liberdade.”

Jorge Amado, Capitaes da Areia, 10.2 ed., Lisboa, Dom Quixote, 2012
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RESUMO

Objetivos: Avaliar o potencial bactericida de uma solucdo de nanoparticulas de oxido de
magnésio (Nano-MgO) contra Enterococcus faecalis, comparativamente a irrigacao
convencional com uma solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI), através de um modelo in vitro

e ex vivo.

Material e Métodos: Foram preparados e esterilizados 54 dentes unirradiculares. Realizou-se
a preparacdo de uma solucdo de Nano-MgO (5mg/L). Foi preparada uma suspenséao bacteriana
da estirpe referéncia E. faecalis ATCC 51299. Avaliou-se preliminarmente a atividade
antimicrobiana das solucdes teste com recurso a técnica spot-on-lawn. Inoculou-se 10uL da
suspensdo de E. faecalis no interior de cada canal radicular. Ap6s um periodo de incubacéo
(37°C, durante 24h), os dentes foram irrigados segundo o padrdo de desinfecdo canalar
estabelecido para cada grupo experimental: no grupo 1 (n=9) testou-se uma solugdo comercial
de hipoclorito de sodio a 5,25 %, enquanto que no grupo 2 (n=9) testou-se a solucdo de Nano-
MgO. A analise do protocolo de desinfecdo experimental foi realizada através de métodos de
cultura bacteriolédgica, sendo que todas as alterac@es na turvacdo do meio foram avaliadas e
registadas as 24, 48 e 72h. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, com recurso

a realizacdo do teste exato de Fisher, com nivel de significancia de 5%.

Resultados: Obtiveram-se diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre o0s
resultados obtidos para os dois grupos experimentais, com a solu¢do de Nano-MgO (5mg/L) a
apresentar uma eficacia bactericida inferior relativamente a irrigacdo convencional com uma
solugéo de NaOCl a 5,25%.

Conclus6es: A aplicacdo de uma solucdo aquosa de Nano-MgO como irrigante canalar nao é
recomendada do ponto de vista clinico. Contudo, as Nano-MgO apresentam uma elevada
atividade antimicrobiana in vitro contra E.faecalis, pelo que se sugere a realizacdo de estudos
futuros que avaliem a sua utilizagdo numa outra fase do tratamento endodéntico, nomeadamente

no momento de obturacgdo canalar.

Palavras-Chave: Enterococcus faecalis, NaOCIl, Nano-MgO, irrigantes canalares,

antimicrobianos
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ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to evaluate the in vitro and ex vivo bactericidal potential of
nano-magnesium oxide (MgO) aqueous solution against Enterococcus faecalis, compared to

conventional irrigation with a sodium hypochlorite solution (NaOCI).

Material and Methods: 54 single-rooted teeth were prepared and sterilized. A Nano-MgO
solution (5mg/L) was prepared. A bacterial suspension of the reference strain E. faecalis ATCC
51299 was prepared. The antimicrobial activity of the test solutions was preliminarily evaluated
using spot-on-lawn technique. A 10uL suspension of E. faecalis was inoculated inside each root
canal. After an incubation period (37°C, for 24h), the teeth were irrigated according to the canal
disinfection protocol established for each experimental group: group 1 (n=9) tested a
commercial 5.25% sodium hypochlorite solution, while group 2 (n=9) tested the Nano-MgO
solution. The experimental disinfection protocol was analyzed using bacteriological culture
methods. All changes in the turbidity of the culture medium were evaluated and recorded at 24,
48 and 72h. The results obtained were statistically analyzed using Fisher's exact test with a level

of significance at 5%.

Results: Statistically significant differences (p<0.05) were obtained between the experimental
groups, with the Nano-MgO solution (5mg/L) showing a lower bactericidal efficacy compared
to conventional irrigation with a 5.25% NaOCI solution.

Conclusions: The application of a Nano-MgO aqueous solution as a canal irrigant is not
clinically recommended. However, Nano-MgO shows a high antimicrobial activity in vitro
against E. faecalis. So further investigations should be carried out to evaluate its use in other

phases of the endodontic treatment, namely during canal filling.

Keywords: Enterococcus faecalis, NaOCI, Nano-MgO, canal irrigants, antimicrobial agents
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Associacdo Dentaria Americana, a medicina dentaria pode ser definida
como a area da medicina que esta relacionada com a avaliacdo, diagnostico, prevencao, e/ou
tratamento (ndo cirargico, cirirgico ou de procedimentos relacionados) de doengas, distirbios
e/ou condigBes que afetem a cavidade oral, area maxilofacial e/ou estruturas adjacentes.

A preservacdo dos dentes naturais de cada paciente deve ser o principal objetivo do
médico dentista. Qualquer profissional da area da saude deve zelar pela conservagdo do corpo
humano e das suas funcdes.® Atualmente, a opcao de tratamento mais comum de um dente néo
vital consiste na realizacdo de um tratamento endoddntico, por forma a assegurar a preservagao
do dente natural.®> A Endodontia é o ramo da medicina dentéria que estuda a morfologia,
fisiologia e patologia da polpa dentaria humana e dos tecidos perirradiculares, pelo que a sua
pratica clinica inclui o diagnostico, prevencao e tratamento de doencas e/ou lesbes da polpa e

condicdes perirradiculares associadas.®

A realizacdo de um tratamento endodontico esta indicado para dentes cuja polpa se
encontre irreversivelmente danificada ou necrética, com ou sem sinais clinicos e/ou
radiologicos de periodontite apical, e para situacfes de desvitalizacéo eletiva. O objetivo do
tratamento é preservar ou restaurar a saude dos tecidos perirradiculares e prevenir futuras
infecBes, através da remocdo de todo o tecido pulpar e radicular, instrumentacdo e

preenchimento dos canais radiculares com materiais biocompativeis.®7"

O tratamento endodontico deve, idealmente, eliminar todos os microrganismos vivos
presentes em todo o sistema do canal radicular, através da acdo mecanica do instrumento

endodéntico, assim como da acao antibacteriana do irrigante selecionado.®

No entanto, a elevada complexidade e variabilidade anatomica do canal radicular, limita
a previsibilidade do desbridamento quimico-mecanico.® Cerca de 35% ou mais das superficies
do canal radicular podem permanecer inalteradas, ap6s a finalizacdo da instrumentacéo
mecanica.®® Por esta razdo, os microrganismos podem permanecer nos tlbulos dentinarios,
estabelecer um suporte ambiental adequado a sua sobrevivéncia, proliferar e reinfectar todo o

sistema do canal radicular.t?

Os microrganismos desempenham um papel fundamental na etiologia de doencas
pulpares e periapicais.*?** Mais de 300 espécies microbianas diferentes podem ser encontradas

em canais radiculares infetados.®®



A irrigacdo assume-se, assim, como uma parte essencial do tratamento endodéntico, ja
que assegura um desbridamento para além do que poderia ser alcancado, apenas, com a

instrumentac&o do canal radicular.®
1.1 Preparacdo quimico-mecéanica

Durante o tratamento endodéntico convencional, os principais objetivos da preparacao
quimico-mecénica incluem a remocdo do tecido pulpar remanescente, eliminagdo dos
microrganismos, remoc¢édo de detritos e conformacdo do(s) canal(is) radicular(es), de modo a

permitir uma adequada desinfec&o e preenchimento pelo material obturador.®*4

A fase da instrumentacdo pressupde o desbridamento mecéanico do sistema canalar e a
criacdo de espago suficiente para a acdo das substancias antimicrobianas.® Deste modo, a
preparacdo mecanica deve cumprir com 0s seguintes pressupostos: manutencdo da anatomia
canalar original; manutencédo da constricdo apical; terminacdo da prepara¢do num estreitamento

apical; e configuragio conica do canal de coronal para apical.®

A preparacdo deve ser sempre realizada com irrigacdo abundante e frequente, que
assegure a eliminacgéo de microrganismos e detritos, lubrificacao do canal radicular e dissolucéo
de residuos organicos.5% Os procedimentos de desbridamento e desinfecdo sdo altamente
dependentes da acdo mecénica e quimica dos irrigantes. Os efeitos mecénicos da irrigacéo sao
assegurados pelo fluxo e refluxo da solucdo irrigante, que se geram no interior do sistema
canalar. Sabe-se que a populacdo bacteriana € significativamente reduzida pelos efeitos
mecanicos da irrigacdo, independentemente do tipo de irrigante usado. No entanto, esta
comprovado que compostos quimicos com efeitos antibacterianos tém uma eficacia claramente
superior na eliminacdo dos microrganismos canalares, quando comparados com solucédo

salina. 417
1.2 Irrigantes canalares — Hipoclorito de sddio

A solucdo irrigante deve, idealmente, apresentar: um amplo espetro antimicrobiano, com
alta eficacia contra microrganismos anaerdbios; capacidade de dissolver tecidos organicos,
inativar endotoxinas e impedir a formacgdo de smear layer, decorrente da instrumentagéo.®
Para além disto, e uma vez que, a solugdo irrigante entra em contacto com tecidos vivos, esta
ndo deve ser tdxica, do ponto de vista sistémico, nem deve ser caustica para os tecidos

periodontais.>16)



Assim, de todas as substancias utilizadas atualmente, o hipoclorito de sédio possui a
maioria dos requisitos necessarios para se assumir como o irrigante canalar de eleicdo, pois
consegue dissolver o tecido necrotico e a componente organica da smear layer, como elimina

agentes patogénicos sésseis, organizados em biofilme e localizados nos tibulos dentinarios.®)

Apesar do hipoclorito de sédio ser amplamente utilizado em Endodontia como irrigante
canalar, ainda ndo ha consenso relativamente a concentracdo ideal a ser usada. A relacao risco-
beneficio deve ser sempre avaliada aquando a sele¢io de solugdes irrigantes.*) Spangberg et
al. comprovaram que uma solucédo de hipoclorito de sodio a 5,25% apresenta eficacia elevada
na eliminagdo de espécies bacterianas normalmente encontradas em canais radiculares

infetados.(®
1.3 Insucesso endoddntico — Enterococcus faecalis

Na maioria dos casos, as infecdes endodoénticas respondem bem ao tratamento
endodontico convencional. De facto, estudos longitudinais comprovam que, quando o canal
radicular esta devidamente instrumentado, desinfetado e obturado, a taxa de sucesso ronda os
86% a 93%, indicando que entre 7% a 14% das lesdes periapicais ndo respondem ao tratamento

convencional. 19

Apesar da falta de consenso na literatura relativamente a definigdo de “falha” no
tratamento endoddntico, alguns estudos indicam como insucesso a permanéncia dos sinais e

sintomas clinicos, associada & presenca de uma radiolucidez periapical, apds o tratamento.?®-
21)

Quando o dente é tratado endodonticamente, este deve ser avaliado quer clinicamente
quer radiograficamente, para confirmar o sucesso do tratamento. De facto, o paciente deve ser
submetido a um conjunto de consultas de acompanhamento por forma a verificar o sucesso do

tratamento e avaliar a funcionalidade do dente em quest&o.?”

Sdo varios os fatores que podem estar associados ao fracasso do tratamento endodontico,
entre eles: persisténcia de bactérias intra e extra-canalar; obturacdo inadequada do canal;
sobreobturacdo; selagem coronal inadequada; presenca de canais ndo instrumentados;
procedimento iatrogénicos, como por exemplo abertura coronéria incorreta; complicagdes

associadas a instrumentagdo, como por exemplo perfuraces ou fratura de instrumentos. %22

Uma das principais causas de insucesso endoddntico é a infecdo microbiologica

persistente. A importancia das bactérias no desenvolvimento de infecdes perirradiculares esta



bem documentado na literatura, que refere que a persisténcia de microrganismos no interior dos
canais no momento da obturacdo ir& estar associada a uma maior probabilidade de insucesso.
Bactérias presentes em areas especificas do canal radicular, como istmos, tabulos dentinarios e
ramificacBes, podem resistir & acéo dos irrigantes.?%?® De facto, um estudo realizado por Lin
et al., no qual se analisaram 236 casos de tratamentos endodonticos falhados, estabeleceu uma
correlacdo positiva entre a presenca de bactérias no interior do canal radicular e o insucesso

endodontico.@¥

Os fatores que podem contribuir para uma infecdo perirradicular persistente, apds
tratamento endodontico, incluem infegdo intra-radicular, infecdo extra-radicular, reagcéo de
corpo estranho e quistos que contém cristais de colesterol.®>?9) A principal causa de insucesso

é a sobrevivéncia de microrganismos na porcéo apical da raiz do dente obturado.?®

Ao contrario das infecbes endoddnticas primarias, que apresentam uma nhatureza
polimicrobiana e uma predominancia de bastonetes gram-negativos anaerdbios, o0s
microrganismos envolvidos nas infecdes secundarias, correspondem apenas a uma ou algumas
espécies bacterianas.?52" De acordo com Sunde et al., 75% das lesdes periapicais refratarias
sdo colonizadas por espécies de Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Sphingomonas, Enterococcus, Enterobacter ou Candida. Estes organismos podem,
inclusivamente, ser identificados em pacientes sujeitos a quimioterapia prolongada contra
doencas infeciosas, apresentando resisténcia intrinseca contra substancias antimicrobianas. De
facto, as bactérias pertencentes ao género Enterococcus apresentam uma resisténcia intrinseca
contra alguns antibidticos, como por exemplo, a penicilina. A espécie E. faecalis demonstrou,

in vitro, capacidade de resistir ao efeito antibacteriano do hidréxido de calcio.?”-%)

Ao longo do tempo, muitos destes organismos desenvolveram mecanismos de adaptacéo
e sobrevivéncia a ambientes adversos, associados a uma elevada plasticidade genética, o que

Ihes permite ultrapassar qualquer evolug&o que ocorra em termos de abordagem clinica.®®)

Para além disso, tem sido reportada a existéncia de material extracelular a envolver
agregados bacterianos, em lesdes periapicais. Nesta estrutura semelhante a um biofilme, as
células sedentarias presentes nas camadas mais internas apresentam taxas metabolicas mais
baixas, 0 que as torna mais resistentes a acao de substancias antimicrobianas: as espécies que
constituem estas comunidades polimicrobianas desenvolvem mecanismos de comunicagéo, que
Ihes permite ativar bombas de efluxo para eliminacdo de antibidticos quando necessario ou

diminuir a producédo de proteinas-alvo de antibioticos convencionais; a estrutura do biofilme



facilita a troca de material genético entre espécies bacterianas, incluindo a transferéncia de

genes de resisténcia a antimicrobianos. "%

Enterococcus faecalis € uma das espécies comummente encontradas na cavidade oral.
Trata-se de um coco gram-positivo, anaerobio facultativo, de dificil erradicacéo que, apesar de
representar uma pequena percentagem da microbiota dos canais radiculares ndo tratados,
desempenha um papel fundamental na etiologia de les6es perirradiculares persistentes, ja que a
sua prevaléncia varia entre 0s 24 a 77%.%5%6%0) E. faecalis apresenta caracteristicas tnicas, que
Ihe permite sobreviver no interior dos canais radiculares, como organismo Unico ou como

componente importante da microbiota. @>2°)

E. faecalis apresenta o potencial de expressar diversos fatores de viruléncia,
nomeadamente enzimas liticas, citolisinas, substancias de agregacdo, feromonas e &cido
lipoteicoico. Foi comprovado que possui serina protease, gelatinase e proteina-ligadora de
colageénio, que potenciam a sua ligacdo a dentina. A sua pequena dimensdo permite uma invasao
proficiente dos tibulos dentinarios. Para além disto, possui a capacidade de se aderir as células
do hospedeiro, expressar proteinas que permitem a competicdo com outras células bacterianas
e de alterar as respostas do hospedeiro. E. faecalis pode também suprimir a acao dos linfdcitos,

contribuindo consideravelmente para o insucesso endoddntico. 26:31-32)

Por outro lado, este tipo de microrganismo nao se limita, apenas, a expressar varios fatores
de viruléncia, como também € capaz de compartilhar essas caracteristicas com outras espécies,
guando presente em biofilme, estruturas resistentes a fagocitose, a acdo dos anticorpos e dos

antimicrobianos, promovendo assim a sua sobrevivéncia e a capacidade de causar doenca. %33

Stuart et al. afirmam que os endodontistas tém como desafio a implementacdo de métodos

que eliminem efetivamente este microrganismo durante e ap6s o tratamento endodéntico.?®

S&do muitos os estudos que tém sido conduzidos, por forma a estabelecer um protocolo

eficaz na erradicacdo de E. faecalis do espaco do canal radicular.?63%

Atualmente, os métodos mais eficazes para eliminar E. faecalis incluem o uso de uma
boa técnica asséptica, 0 aumento do tamanho da preparacgéo apical e a utilizacdo de hipoclorito

de sodio a 6% e de clorexidina a 2%, como irrigantes canalares.®

Contudo, o0 uso de hipoclorito de s6dio como irrigante tem varias limitagdes: ndo remove
a smear layer e ndo fornece uma desinfecio completa do canal radicular.®? Além disso, a

literatura reporta uma elevada resisténcia de E. faecalis face a diversas substancias



antibacterianas habitualmente utilizadas em Endodontia, nomeadamente ao hipoclorito de sodio
e a medicamentos intra-canalares, como o hidroxido de calcio e a clorexidina.®® De facto,
varios canais radiculares infetados por Enterococcus faecalis in vitro demonstraram conter

bactérias viaveis apos o uso de hipoclorito de sodio a 4%.%"

Neglia et al. demonstram noutro estudo, que embora ocorra uma grande redugdo no
numero de unidade de formacdo de coldnias (UFC) de E. faecalis imediatamente apds a
aplicacdo de hipoclorito de sodio a 5,25%, este microrganismo mantém a sua capacidade de
multiplicagdo apds 72h, sendo que as 96h se atingem valores de UFC tdo elevados e
semelhantes aos obtidos em canais radiculares que ndo foram submetidos a qualquer

tratamento.®¥

A diminuicédo da eficacia antibacteriana do hipoclorito de sodio a longo prazo pode ser
explicada quer pela inativacdo que sofre por parte da dentina, colagénio e de outros
componentes organicos presentes no canal radicular, quer pela fraca capacidade de penetracao

nos canaliculos dentinarios devido & sua elevada tensdo superficial .42

Deste modo, a investigacao continua acerca dos métodos ou materiais que assegurem a
eliminacdo de E. faecalis do aparelho dentario € extremamente relevante para o sucesso da
Endodontia.?®

1.4 Nanoparticulas - Nanoparticulas de Oxido de Magnésio

Os avancos registados na area da nanotecnologia tém permitido a realizacéo de estudos
laboratoriais acerca da utilizacdo de 6xidos metalicos, de tamanho nanométrico, como agentes

antimicrobianos.®®

O uso de nanoparticulas de 6xidos metalicos inorganicos tem sido alvo de muitas
investigacOes cientificas, ja que estas particulas apresentam, mesmo em baixas concentragoes,
uma atividade antimicrobiana promissora, assim como, biocompatibilidade com células de

mamiferos.(35-36)

As nanoparticulas de 6xidos metalicos afetam principalmente a integridade da parede
celular bacteriana. A maioria das bactérias patogénicas apresenta uma parede celular
constituida, essencialmente, por peptidoglicano, que permite a defesa contra as células
imunitarias do hospedeiro, e por proteinas de superficie, que asseguram a adesao e colonizagéo.
Uma vez que estes componentes correspondem a macromoléculas carregadas eletricamente, a

interrupgdo da sua funcdo principal, e até mesmo a alteragdo da sua localizagdo, podem ser



alcancadas pela introducdo de interacdes especificas com a superficie de nanoparticulas de

oxidos metélicos. 3739

As nanoparticulas de Oxido de Magnésio (Nano-MgO) séo particulas funcionais de 6xido
metalico que demonstraram ter uma elevada atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, esporos e virus, por apresentarem uma grande area de superficie,
abundancia em defeitos cristalograficos e particulas com carga positiva, que irdo interagir com

as paredes celulares bacterianas, carregadas negativamente, 53740

Comparativamente com as particulas de nano-TiOz, nano-prata, nano-cobre e outros tipos
de nanomateriais e substancias bactericidas, as Nano-MgO tém sido reportadas como aquelas

que apresentam o menor nivel de toxicidade.®>40)

Para além disto, o 6timo desempenho das Nano-MgO, em ambiente aquoso, pode ser
também explicado pela formacao de anides de superoxido (O2), que irdo induzir alteracdes na
permeabilidade das membranas bacterianas, e conduzir a acumulagdo dessas nanoparticulas no

citoplasma dos microrganismos. 42

Num estudo ex vivo, Monzavi et al. demonstraram que uma solucdo aquosa de Nano-
MgO, com dimens6es entre os 70 a 150 nandmetros apresentou uma atividade antimicrobiana
mais eficiente e eficaz, a longo prazo, quando comparada com uma solugéo de hipoclorito de
sodio a 5,25%. Isto pode ser explicado pelo facto de as nanoparticulas possuirem a capacidade
Unica de resistir a condi¢cbes ambientais e temperatura adversas, pelo que podem permanecer
ativas no canal radicular por longos periodos de tempo, e consequentemente manter o seu efeito

antimicrobiano.®543)

Huang et al. reportaram que a eficacia bactericida de Nano-MgO, com uma dimensao
entre 0s 45 a 70 nanémetros, aumenta moderadamente com a diminuicdo da dimensdo das
particulas. Contudo, em nanoparticulas com menos de 45 nandémetros, essa mesma eficécia

bactericida aumenta significativamente com a diminuic&o da sua dimens&o.“%

A utilizacio de uma solugdo com nanoparticulas de Oxido de Magnésio como irrigante
canalar pode revelar-se vantajosa, tendo em conta as varias limitagbes do irrigante mais

utilizado atualmente, o hipoclorito de sédio.®®



2. OBJETIVOS

Este estudo tem como principal objetivo avaliar o potencial bactericida de uma solucéo
de nanoparticulas de MgO (5mg/L) com 20 nandémetros de dimensdo, comparativamente a

irrigacdo convencional com uma solucéo de NaOCl a 5,25% (m/v).
Hipoteses de trabalho

Hipotese nula (HO): A solugdo de Nano-MgO (5mg/L), com 20 nanémetros de dimenséo,
no interior de canais infetados com Enterococcus faecalis, tem uma eficacia bactericida igual

ou inferior a irrigacdo convencional com uma solugdo de NaOCl a 5,25% (m/v).

Hipotese alternativa (H1): A solugdo de Nano-MgO (5mg/L), com 20 nanémetros de
dimensdo, no interior de canais infetados com Enterococcus faecalis, tem uma eficacia

bactericida superior a irrigacdo convencional com uma solucdo de NaOCI a 5,25% (m/v).



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Preparacao da amostra de dentes

Para a realizacdo deste estudo, procedeu-se a recolha de 76 dentes unirradiculares, obtidos
através da Clinica Externa da FMDUL e clinicas privadas de Lisboa. Os dentes foram mantidos

em soro fisiologico apos extracdo, até ao seu processamento.

Foi selecionada uma amostra homogénea de 54 dentes, de acordo com 0s seguintes
critérios: dentes unirradiculares; com um s canal; sem grandes curvaturas; e comprimento
radicular médio de 13mm (medido desde a juncdo amelocementaria até ao apex dentario).
Assim, do total de 76 dentes obtidos, 22 foram rejeitados, pois ndo cumpriam os critérios de
selecdo definidos para a composicdo da amostra do presente estudo.

Terminada a selecdo de dentes, procedeu-se a destartarizacdo minuciosa de toda a
amostra, com recurso a ultrassons, e de seguida, a sec¢ao da coroa dentéria, ao nivel da juncdo

amelocementaria (JAC), com uma broca diamantada cilindrica, colocada numa turbina.

Estabeleceu-se um comprimento canalar de 13mm (Anexo I, Figura I), e um comprimento
de trabalho de 12mm. Para determinar o comprimento de trabalho, foi introduzida uma lima
Kerr n°10 (Dentsply-Maillefer, Suica) até se visualizar a sua saida pelo apex (Anexo |, Figura
I1). Recuou-se depois a lima até a um ponto em que esta deixou de ser visivel (Anexo I, Figura
I11) e ajustou-se o respetivo stop. Retirou-se a lima e registou-se o respetivo comprimento
canalar. O comprimento de trabalho foi entdo determinado, ao subtrair um milimetro a esta

medida.

Foram excluidos deste estudo os dentes que ndo foram possiveis de permeabilizar e os de
comprimento canalar inferior a 13mm. Os dentes cujo comprimento canalar foi superior a

13mm foram novamente cortados até se obter esse valor.

Posteriormente, realizou-se a instrumentagdo dos dentes da amostra com limas WaveOne
Gold (Dentsply-Maillefer, Suica), iniciando o protocolo de instrumentagdo com o
estabelecimento da via de permeabilidade com limas K10. A instrumentacdo definida incluiu
limas de endodontia mecanizada Small (ISO 020) e Primary (1ISO 025), utilizando-se um motor
WaveOne (Dentsply-Maillefer, Suica) para o efeito. Entre cada lima mecanizada, efetuou-se
irrigacdo com Hipoclorito de Sodio a 5%, usando seringa e agulha de saida apical 27G (BD

Microlance 3, Becton Dickinson SA, Espanha), e permeabilidade com limas K10.



Para promover a eliminacdo da smear layer e a exposicdo dos tubulos dentinarios,
recorreu-se a irrigagdo com 1mL de &cido citrico a 10% (m/v) durante 1minuto®®, e irrigacio
com 1mL de agua destilada durante 30 segundos. Os dentes foram sempre conservados em agua

destilada para manter a hidrataco dos mesmos.“4

Posteriormente, distribuiram-se, e de uma forma aleatéria, os dentes pelos grupos
experimentais e de controlo, e selaram-se os apices e toda a superficie radicular das raizes com
duas camadas de verniz de unhas?, de diferentes cores, consoante o grupo onde se inseriam.
Por fim, os dentes foram acondicionados em mangas individuais de esterilizag&o, e esterilizados

em autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Os 54 dentes selecionados e tratados foram divididos por 2 grupos experimentais (n=18)

e por 2 grupos controlo (n=18), por cada grupo experimental (Tabela 1).

Cada grupo experimental teve como objetivo testar a eficacia de um método de desinfecéo
canalar diferente. O grupo 1 (n=9) foi utilizado para testar a eficacia de desinfecdo de uma
solugdo de NaOCl a 5,25% (m/v) (PPH CERKAMED, Pol6nia), enquanto que o grupo 2 (n=9)

foi utilizado para testar a eficacia antimicrobiana de uma solucao de Nano-MgO (5mg/L).

Constituiram-se dois grupos controlo (n=18) para cada grupo experimental, como método
de averiguacédo da qualidade da progressao do estudo. Para tal, 9 dentes foram inoculados com
meio Brain Heart Infusion (BHI, VWR, Bélgica) estéril, e irrigados com a solucdo
neutralizadora correspondente (controlo A). Os restantes 9 dentes foram inoculados com a
suspensdo da estirpe bacteriana E. faecalis, estabelecida de acordo com o descrito no ponto 3.3,

seguido de irrigagdo com a solugédo neutralizadora correspondente (controlo B).

O grupo controlo A (n=18) permitiu testar as condi¢bes de esterilidade do meio e das
condi¢des de incubacdo/manipulacdo. O grupo controlo B (n=18) permitiu avaliar se as
solucBes neutralizadoras (solucdo de Tiossulfato de Sddio, a 5%, e solucdo de Cloreto de
Potéssio, a 0.03M) ndo tinham qualquer acao letal sobre a estirpe, e se esta se mantinha viavel

durante as 72h do protocolo experimental.

Tabela 1 — Grupos experimentais e de controlo.

Grupos experimentais

Grupo 1 (n=9) Solucéo de NaOCl a 5,25%

Grupo 2 (n=9) Solugéo de Nano-MgO (5mg/L)
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Grupos controlo
Grupo Al (n=9) Meio BHI esteéril e Tiossulfato de Sédio (5%, m/v)
Grupo A2 (n=9) Meio BHI esteéril e Cloreto de Potassio (0.03M)
Grupo B1 (n=9) Inoculado com E. faecalis e Tiossulfato de Sodio (5%, m/v)
Grupo B2 (n=9) Inoculado com E. faecalis e Cloreto de Potéssio (0.03M)

3.2 Preparacao de solugdes
Solugéo de Nano-MgO:

As nanoparticulas de éxido de magnésio (MgO), com dimensédo igual a 20nm, foram
adquiridas a GetNanoMaterials (St-Cannat, Franca). Na preparacdo da solucdo, foram
dissolvidos 2,5mg deste nanop6 em 500mL de dgua ultrapura, obtida previamente através de
um sistema Milli-Q (Sistema Milli-Q® Integral, Millipore, EUA), de modo a obter a
concentragdo desejada (5mg/L).%> A solucdo foi depois submetida a um banho de ultrassons
(Ultrasonic Bath, Modelo MXB14, Grant Instruments, Reino Unido) (Anexo I, Figura V),
durante 15 minutos a 50 kHz.

Solucgdes neutralizadoras:

As duas solucbes neutralizadoras, solucdo de Tiossulfato de Sédio e de Cloreto de
Potassio, também foram preparadas, por forma a assegurar as concentracdes pretendidas, 5%
(m/v) e 0.03 (M), respetivamente.G®

Todas as solug¢des foram esterilizadas em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
3.3 Preparacéo da suspenséo bacteriana de inoculacéo

Para preparar a suspensao bacteriana de inoculacao, a estirpe referéncia E. faecalis ATCC
51299 foi inoculada em meio nédo seletivo BHI, e sujeita a incubagéo durante 24 horas a 37°C
(Anexo I, Figura V).

Apos incubagdo, a pureza da cultura foi confirmada através de uma avaliacdo
macroscopica e microscopica com coloracdo de Gram, e a capacidade de producéo de biofilme
foi determinada fenotipicamente com recurso & metodologia de Red Congo Agar.“®
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De seguida, procedeu-se a realizagcdo de uma suspensdo bacteriana em NaCl (0,9%),
ajustada a uma turvagio de 0,5 na escala de McFarland (= 108 CFU/mL), posteriormente diluida
de 1:10 em BHI liquido.

3.4 Screening da atividade antimicrobiana das solugdes

Por forma a realizar uma avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana das solucfes
teste efetuou-se uma sementeira por esgotamento em tapete da suspensdo bacteriana de E.
faecalis, em BHI agar. A atividade antimicrobiana foi avaliada através da técnica spot-on-lawn,
baseada na aplicacdo de 10uL de cada solugdo sob o tapete bacteriano, seguida de incubacéo a
37°C, durante 24h. No final desse periodo a placa foi observada para identificacdo de halos de

inibicdo microbiana.
3.5 Inoculagdo da suspensdo bacteriana nos dentes

Os dentes foram introduzidos em microtubos estéreis de 2,5mL, que continham 100pL
de agua destilada esterilizada, de forma a assegurar um ambiente himido. De seguida, cada
canal radicular foi inoculado com 10uL da suspensdo de E. faecalis preparada anteriormente,
com excecdo do controlo negativo, que foi inoculado com BHI estéril. Todo este processo foi
realizado numa camara de fluxo laminar (Anexo |, Figura VI), por forma a assegurar um
ambiente estéril. Apds inoculacdo, os microtubos foram incubados a 37°C, durante 24h, em

atmosfera himida confinada, para permitir a formacéo do biofilme bacteriano.
3.6 Protocolo de desinfe¢éo experimental

Apbs o periodo de incubacao, os dentes foram irrigados, segundo o padrdo de desinfecdo
canalar estabelecido para cada grupo. Todos os procedimentos foram realizados com condicdes

e materiais assépticos, em camara de fluxo laminar.
GRUPO 1: Irrigacdo com NaOCl a 5,25 % (m/v)

- 9 dentes, previamente inoculados com E. faecalis, foram irrigados com 1mL de NaOCI
a 5,25% (m/v), deixando atuar durante 2min. Seguidamente, inativou-se o NaOCI, irrigando

com 0,4mL de Tiossulfato de Sédio a 5% (m/v), deixando atuar durante 2min.
GRUPO 2: Irrigagdo com Nano-MgO (5mg/L)

- 9 dentes, previamente inoculados com E. faecalis, foram irrigados com 1mL de Nano-
MgO (5mg/L), deixando atuar durante 2min. Seguidamente, inativou-se as Nano-MgO,

irrigando com 0,4mL de Cloreto de Potassio (0.03M), deixando atuar durante 2min.
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GRUPO A1: Controlo Negativo

- Irrigaram-se 9 dentes, que previamente tinham sido inoculados com 10uL de BHI estéril,

com 0,4mL de Tiossulfato de Sodio a 5% (m/v) e deixou-se atuar durante 2min.
GRUPO A2: Controlo Negativo

- Irrigaram-se 9 dentes, que previamente tinham sido inoculados com 10uL de BHI estéril,

com 0,4mL de Cloreto de Potassio (0.03M) e deixou-se atuar durante 2min.
GRUPO B1: Controlo Positivo

- Irrigaram-se 9 dentes, previamente inoculados com E. faecalis, com 0,4mL de

Tiossulfato de Sodio a 5% (m/v) e deixou-se atuar durante 2min.
GRUPO B2: Controlo Positivo

- Irrigaram-se 9 dentes, previamente inoculados com E. faecalis, com 0,4mL de Cloreto

de Potéssio (0.03M) e deixou-se atuar durante 2min.

Todos os procedimentos de irrigacdo foram realizados com recurso a seringas
convencionais e agulhas esterilizadas, 26G com saida apical (Sterican, Braun Melsungen,

Alemanha).
3.7 Analise da desinfecéo experimental

Logo ap0s a realizagdo dos procedimentos de irrigacao, foi introduzido um cone de papel
esterilizado de didmetro Primary (ISO 025) no interior de cada canal.® De seguida, este cone

foi introduzido num tubo de ensaio estéril que continha 5mL de BHI estéril.

Para além disso, e a seguir ao procedimento descrito anteriormente, cada dente foi

realocado para um novo microtubo estéril de 2,5mL, que continha 1mL de BHI estéril.

Os tubos que continham os cones, assim como, 0s microtubos que continham os dentes
foram incubados em estufa, a 37°C, durante 72h, de modo a avaliar uma eventual multiplicacéo
bacteriana, conferida pela observagio de turvagio do meio (Anexo I, Figura VI1I).49 Deste
modo, os tubos foram sujeitos a homogeneizagdo através de um Vortex a cada 24h, para

permitir a difusdo do oxigénio, nutrientes e metabolitos.

Para todos os grupos de estudo as alteragfes na turvacdo do meio foram avaliadas e
registadas as 24, 48 e 72h.
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3.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada usando o programa SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences, SPSS Inc, versdo 26, USA).

Compararam-se 0s resultados pelo cruzamento de varidveis utilizando o teste exato de
Fisher, para avaliar eventuais diferencas entre os grupos experimentais. Os valores de p <0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliacéo preliminar do potencial inibitério da solucdo de nanoparticulas

O potencial inibitério de uma solucdo de nanoparticulas de MgO (5mg/L) foi
primeiramente confirmado através de um teste spot-on-lawn baseado na realizacdo de uma
sementeira em tapete da suspensdo bacteriana de E. faecalis, no qual foram aplicados 10uL de

cada solucéo.

Apbs 24h de incubacéo, observou-se a formacdo de um halo de inibicdo microbiana, com
12mm de diametro, correspondente ao local de aplicacdo da solucdo de Nano-MgO (5mg/L).
As restantes solucGes avaliadas ndo deram origem a formacao de halos de inibi¢cdo microbiana
(Figura 1).

Figura 1: Screening preliminar, ap6s 24h de incubagdo (A - Nano-MgO, 5 mg/L; B - NaOCl, 5,25%; C - Tiossulfato de
Saédio, 5%; D - Cloreto de Potassio, 0.03M).

4.2 Avaliacdo do potencial de desinfecdo da solucdo de nanoparticulas através de um
modelo experimental

O potencial de desinfecdo da solucdo de nanoparticulas e restantes solugdes aplicadas em
cada um dos grupos de estudo foi averiguada visualmente através da observacdo do grau de
turvacdo do meio, onde foram incubados quer os cones quer os dentes (Figura 2). Os resultados
encontram-se representados no Gréfico 1 e Grafico 2, respetivamente, onde se podem observar
os resultados obtidos correspondentes aos irrigantes usados em cada grupo, analisando a

presenca ou auséncia de multiplicacdo bacteriana as 24, 48 e 72h.

Figura 2: Microtubos com meio sem turvagdo, a esquerda, e com meio com turvagdo, a direita.
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O meio das incubag6es correspondentes aos grupos de controlo negativo ndo apresentou
turvacdo (Grafico 1 e 2), permitindo confirmar que o ensaio foi realizado em condicgdes de
esterilidade, relativamente ao meio e as condi¢cdes de incubacdo/manipulacéo. Por outro lado,
0 meio das incubacdes correspondentes aos grupos de controlo positivo apresentou turvacéo
(Gréfico 1 e 2), demonstrando que as solugdes neutralizadoras utilizadas nos ensaios (solucdo
de Tiossulfato de Sédio, a 5%, e solugéo de Cloreto de Potassio, a 0.03M) néo tiveram qualquer
acao inibitéria sobre a estirpe, e que esta se manteve viavel durante as 72h do protocolo

experimental.

Grafico 1 - Representacéo de todos os grupos de estudo, analisando a presenca ou auséncia de multiplicagdo bacteriana as 24,
48 e 72h, no meio de incubacédo dos cones.

10
9
8
7
6
5 = Multiplicagdo 24h
4 m Multiplicagdo 48h
3 m Multiplicagdo 72h
2 Sem multiplicagdo
0
Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo Al- Grupo A2 - GrupoBl-E. Grupo B2 -E.
NaOCl Nano-MgO BHI estérile BHI estérile  faecalise faecalis e
(5,25%) (5mg/L)  Tiossulfato de Cloreto de Tiossulfato de  Cloreto de
Sadio Potéssio Saédio Potéssio

Grafico 2 - Representacéo de todos os grupos de estudo, analisando a presenca ou auséncia de multiplicagdo bacteriana as 24,
48 e 72h, no meio de incubagdo dos dentes.
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5 B Multiplicagéo 24h
4 ® Multiplicagdo 48h
3 ® Multiplicagdo 72h
2 Sem multiplicacéo
1
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Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo Al- Grupo A2- GrupoBl-E. Grupo B2 -E.
NaOCI Nano-MgO BHIl estérile BHI estérile  faecalis e faecalis e
(5,25%) (5mg/L)  Tiossulfato de Cloreto de Tiossulfato de  Cloreto de
Saédio Potéssio Saédio Potéssio
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No grupo 1 (Tabela 2), foi possivel observar a ocorréncia de multiplicacdo bacteriana
apos 24h de incubacdo no meio de 2 dos cones, sendo que ndo se observou qualquer alteracéo
até ao fim do periodo de incubacéo (72h). Em relacdo a incubacdo em meio de cultura dos
dentes deste mesmo grupo (Tabela 2), nas primeiras 24h verificou-se multiplicacdo bacteriana

a partir de um maior numero de dentes, em compara¢do com a amostra de cones.

Tabela 2: Analise da multiplicacdo bacteriana a partir dos cones e dentes do Grupo 1 (NaOClI, a 5,25%).

Sem
Multiplicagdo 24h | Multiplicagdo 48h | Multiplicag¢do 72h o
multiplicagéo
Grupo 1 - NaOCI
(5,25%) Cones 2 2 2 7
Dentes 4 4 4 5

Foi realizada a avaliacdo estatistica dos resultados de modo a comparar 0 nimero de
amostras positiva nos cones e nos dentes (Tabela 3), no final do periodo de incubacéo, tendo-
se verificado que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
(p>0,05).

Tabela 3: Relacéo entre os resultados positivos obtidos para as amostras de cones e dentes do Grupo 1 (NaOCl, a 5,25%).

Significancia Sig. (2 lados)

Teste exato de Fisher ,620

No grupo 2 (Tabela 4), foi possivel constatar multiplicacdo bacteriana as 24h a partir de

todos os cones avaliados (n=9), assim como, em todos os dentes deste mesmo grupo.

Tabela 4: Anélise da multiplicacdo bacteriana a partir dos cones e dentes do Grupo 2 (Nano-MgO, a 5mg/L).

Sem
Multiplicagdo 24h | Multiplicacéo 48h | Multiplicacéo 72h o
multiplicagdo
Grupo 2 - Nano-MgO
(5mg/L) Cones 9 9 9 0
Dentes 9 9 9 0

A andlise estatistica dos resultados permitiu constatar que néo se verificaram diferencas
estatisticas entre o numero de amostras positivas de cones e dentes, no final do periodo de

incubacéo.
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Os resultados foram também comparados entre grupos, de modo a permitir a analise das
diferencas de multiplicacdo bacteriana a partir dos cones e dos dentes, entre o grupo 1 e o grupo
2.

Assim, apresenta-se na Tabela 5 o valor da comparacdo entre os resultados obtidos apds
a utilizacdo dos dois irrigantes na desinfecdo dos cones da amostra, tendo sido possivel verificar
a existéncia de uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre os resultados obtidos

para 0s dois grupos.

Tabela 5 - Relagéo entre os irrigantes (Grupo 1 e 2) na desinfe¢éo dos cones da amostra.

Significancia Sig. (2 lados)

Teste exato de Fisher ,002

Na Tabela 6 consta o valor da comparacdo entre os resultados obtidos com a utilizacéo
dos dois irrigantes na desinfecdo dos dentes da amostra, tendo sido possivel verificar a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os resultados obtidos para

0s dois grupos.

Tabela 6 - Relagdo entre os irrigantes (Grupo 1 e 2) na desinfecdo dos dentes da amostra.

Significancia Sig. (2 lados)

Teste exato de Fisher ,029
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5. DISCUSSAO

A presenca de bactérias no sistema canalar é um fator etioldgico significante no
desenvolvimento de periodontites apicais>?®, pelo que o tratamento endodéntico
contemporaneo tem como objetivo a eliminagdo dos microrganismos do canal radicular
infetado, antes da colocagio do material de obturacdo.®® Contudo, em determinadas
circunstancias, as bactérias presentes podem sobreviver a preparacdo quimico-mecanica

canalar, e comprometer o sucesso do tratamento a longo prazo.?%%3)

Num estudo com um follow-up de 5 anos, Sjogren et al. constataram que o tratamento
endodoéntico de dentes corretamente desinfetados apresentou uma taxa de sucesso igual a 94%,
enquanto que, quando aplicado a dentes cuja desinfecdo foi incompleta, apresentou uma taxa
de 68%.%) Assim, pode-se inferir que o sucesso do tratamento endodontico é dependente do

sucesso da desinfecao.

Os irrigantes canalares convencionais, como o hipoclorito de sddio, ndo sdo totalmente
eficazes na eliminacdo dos microrganismos do sistema canalar.®® Atualmente tém surgido
novas substancias, de tamanho nanométrico, que revelam uma atividade antimicrobiana
promissora, mesmo em ambiente aquoso, e cuja aplicabilidade como solucéo irrigadora pode
revelar-se vantajosa no tratamento endodontico convencional.®® Assim, a realizagdo deste
estudo teve como intuito avaliar o potencial bactericida de uma solucdo de nanoparticulas de
MgO (bmg/L), comparativamente a irrigacdo convencional com uma solucdo de NaOCI
(5,25%).

Para o presente estudo obteve-se uma amostra de 54 dentes unirradiculares, com um sé
canal, sem grandes curvaturas e com um comprimento de trabalho estabelecido de 12mm, por

forma a assegurar a uniformizacao da amostra.

O protocolo de preparacdo quimico-mecénica da amostra incluiu instrumentacéo
mecanizada, com limas WaveOne Gold, e irrigacdo com &cido citrico a 10% (m/v), durante 1
minuto, de modo a permitir o estabelecimento de superficies canalares regulares e homogeéneas,
e uniformizadas entre si, de modo a possibilitar a penetracdo e multiplicacdo bacteriana nos
tubulos dentinarios apds inoculacédo, e a agao das solugdes irrigadoras durante o protocolo de

desinfecdo experimental .47
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A utilizacdo de acido citrico a 10% (m/v) durante 1 minuto, durante a preparacdo dos
dentes, permitiu uma eliminacdo eficaz da smear layer®, uma vez que a presenca de smear

layer nas paredes dos canais radiculares poderia diminuir a eficacia dos irrigantes.“”

A aplicacdo de verniz de unhas sobre os &pices e sobre a superficie radicular das raizes
possibilitou a oclusdo dos tibulos dentinarios existentes nestas superficies.*? Assim, foi
possivel prevenir a recontaminacdo dos canais radiculares através da superficie externa
dentaria, durante o protocolo experimental, e simular uma realidade proxima a da pratica

clinica.“®

A selagem dos apices permitiu igualmente promover o fenémeno vapor lock. O vapor
lock corresponde a um evento indesejavel decorrente do ato clinico, e que pode ser descrito
como o encarceramento de ar gerado pelo fluxo de uma solucdo irrigadora em direcdo a um
canal estreito, e que impossibilita a progressao da prépria solucdo irrigadora e o contacto desta

com as paredes do canal radicular, na totalidade do seu comprimento.®49)

No fim da preparacéo da amostra, a esterilizagdo dos dentes em autoclave a 121°C durante
20 minutos e a manutencdo de condicBes assépticas durante todo o ensaio experimental foi

essencial na prevencao de qualquer contaminacao.

A concentracdo das soluces irrigadoras utilizadas neste estudo foi definida com base em
protocolos experimentais prévios e com o intuito de se avaliar condi¢fes proximas as da pratica

clinica.

Atualmente, o hipoclorito de sédio é considerado o irrigante canalar de elei¢do devido as
suas propriedades fisico-quimicas e acdo antibacteriana.*® Contudo, ainda nfo ha consenso
relativamente a concentracdo ideal a ser usada.®* A solucéo de hipoclorito de sodio tem sido
utilizada em concentracdes entre 0,5% a 5,25%®%, sendo que Spangberg et al. comprovaram
que uma solucdo de hipoclorito de sodio a 5,25% é a mais eficaz na eliminacdo de

microrganismos.®)

Monzavi et al. demonstraram que solugfes aquosas de Nano-MgO, com dimensdes entre
o0s 70 a 150 nanometros, e concentragdes iguais a 2,5, 5 e 10mg/L, ndo apresentaram qualquer
efeito citotoxico em relacéo a células de mamiferos. Para além disso, 0s autores ndo observaram
diferengas estatisticas significativas entre o potencial bactericida da solu¢do de Nano-MgO a
5mg/L, comparativamente & solugdo de 10mg/L.®% Huang et al. reportaram que nanoparticulas

com menos de 45 nanometros apresentam um aumento significativo da eficacia bactericida com
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a diminuigdo da dimensdo das particulas.®" Deste modo, para este estudo foi preparada uma
solucdo de Nano-MgO, com dimensdo igual a 20 nanémetros, e concentracao igual a 5mg/L.

A espécie bacteriana E. faecalis tem sido utilizada em varios estudos de avaliacdo do
potencial bactericida de soluges irrigadoras®®, uma vez que é uma das espécies comummente
encontradas na cavidade oral, de facil multiplicacdo em meio laboratorial, e que desempenha
um papel fundamental na etiologia de lesdes perirradiculares persistentes, pois apresenta
caracteristicas unicas que conferem a espécie a capacidade de sobreviver no interior dos canais
radiculares, mesmo apds procedimentos de desinfecio canalar.(5-26:3046) Assim, para o presente
estudo foi selecionada como modelo bacteriano a estirpe referéncia E. faecalis ATCC 51299,
previamente inoculada em meio ndo seletivo BHI, e sujeita a incubacdo, durante 24h, a 37°C.
Confirmou-se a pureza da cultura, através de avaliacdo macroscépica e microscopica com
coloragdo Gram (Anexo Il, Figura VIII). Para assegurar a inocula¢do da mesma quantidade de
E. faecalis ajustou-se a concentracdo da suspensdo bacteriana preparada, diluindo-a em BHI

liquido, até se obter a concentracio pretendida (=10” CFU/mL).

A ativacdo e o potencial inibitorio da solugdo de Nano-MgO (5mg/L) foram confirmados
através de um teste spot-on-lawn, baseado na realizacdo de uma sementeira em tapete da
suspensdo bacteriana de E. faecalis, tendo sido possivel observar a formacdo de um halo de
inibicdo microbiana com 12mm de didmetro, apds 24h de incubacdo. As nanoparticulas de
Oxido de magnésio apresentam uma elevada atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas por apresentarem uma grande area de superficie, abundancia em defeitos
cristalogréficos e particulas com carga positiva, que irdo interagir com as paredes celulares
bacterianas.®>3749 O 6timo desempenho da solugdo de Nano-MgO pode ser explicado pela
formacdo de aniBes de superoxido (O2-) em ambiente aquoso, que irdo induzir alteracfes na
permeabilidade das membranas bacterianas.**? As solugBes avaliadas como controlo nio
deram origem a formacéo de halos de inibi¢cdo microbiana, confirmando-se a auséncia de acédo
inibitdria das solucbes neutralizadoras sobre a estirpe. A solucdo de hipoclorito de sodio a
5,25% também néo originou um halo de inibicdo microbiana. A literatura refere que o NaOCI
é por vezes ineficaz na eliminag@o de microrganismos, mesmo ap6s um contacto de 5 minutos,
sugerindo que é necessario a aplicacdo de concentragdes mais elevadas e tempos de exposicao

mais longos para assegurar uma eliminagio completa de E. faecalis.®%%

Apos inoculagao de 10uL da suspensao bacteriana nos canais radiculares, os dentes foram

incubados a 37°C durante 24h em camara himida, com o objetivo de promover a formacéo de
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biofilme bacteriano. Apos 24h de incubagdo ocorreu a formacdo de biofilme, uma vez que foi
possivel observar fenotipicamente, e com recurso a metodologia Red Congo Agar, a formacgéo
de colonias pretas nas placas de agar inoculadas (Anexo I, Figura IX). Na metodologia Red
Congo Agar, as colonias das espécies bacterianas ndo produtoras de biofilme permanecem com

coloracéo avermelhada.“®

Comunidades polimicrobianas, organizadas em biofilme, apresentam maior resisténcia a
substancias antimicrobianas, sendo que as bactérias presentes nas camadas mais internas destas
estruturas apresentam taxas metabélicas mais baixas.**? A constituicdo de um biofilme torna
as bactérias 1000 vezes mais resistentes a fagocitose, aos anticorpos e aos antimicrobianos. 633
Desta forma, o periodo de incubacdo definido permitiu a formacédo de biofilme no interior das

paredes dos canais radiculares, simulando a infecdo endoddntica.®)

Posteriormente ao periodo de incubacdo realizou-se o protocolo de desinfecdo
experimental. Os volumes das solucdes irrigadoras e neutralizadoras utilizados foram definidos
de modo a assegurar a uniformizacdo dos volumes aplicados e mimetizar a quantidade utilizada
na prética clinica. O tempo de atuacdo das solucGes irrigadoras (2 minutos) foi padronizado
tendo em conta estudos laboratoriais in vitro prévios.®® Monzavi et al. verificaram que uma
solucdo de hipoclorito de sddio a 5,25% (m/v) necessita, no maximo, de 2 minutos de atuacédo
para induzir culturas bacterianas negativas.®® A selecéo do tempo de atuacio (2 minutos) e a
concentracdo das soluges neutralizadoras, Tiossulfato de Sédio (5%, m/v) e Cloreto de
Potassio (0.03M), foi fundamental para assegurar igual tempo de atuagdo do NaOCI e das Nano-

MgO, respetivamente, em todos 0s grupos experimentais.>6)

A anélise do protocolo de desinfecdo experimental foi realizada através de métodos de
cultura bacterioldgica, pelo que apds o periodo de contacto procedeu-se a recolha de amostras
com recurso a cones de papel esterilizados, que permitiram a transferéncia do conteudo presente
no interior de cada canal radicular apds os procedimentos de irrigacdo para meios de cultura
ricos, sem presenca de substancias inibidoras. Camara et al. afirmam que este método de
recolha microbiologica tem como vantagem a possibilidade de ser utilizado quer in vitro quer
in vivo. Porém, apenas 0s microrganismos que se encontram no canal radicular principal sdo
passiveis de serem recolhidos, uma vez que o cone de papel ndo consegue alcancar o interior
dos tubulos dentinarios, ramificacdes apicais e canais acessorios.®) A recolha dos proprios

dentes para analise dos protocolos de desinfecdo teve como objetivo colmatar as desvantagens
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do método de recolha com cones de papel, por forma a assegurar uma analise mais fidedigna
da desinfecéo de todo o sistema do canal radicular.

Procedeu-se a colocacdo dos cones de papel e dos dentes em meio de cultura liquido
esteril e a andlise da turvagdo oOtica do meio como indicador de multiplicagéo bacteriana, ao fim
de 24, 48 e 72h de incubag&o.“®

No presente estudo, foram estabelecidos 2 grupos de controlo negativo (Grupo Al e A2),
de modo a comprovar as condicOes de esterilidade relativamente ao meio e as condicdes de
incubacdo/manipulacdo em que o ensaio foi realizado, e 2 grupos de controlo positivo (Grupo
B1 e B2), por forma a confirmar a auséncia de acdo inibitdria das solucBes neutralizadoras sobre
a estirpe e a viabilidade desta durante as 72h do protocolo experimental. Todos os meios de
incubacdo correspondentes aos grupos de controlo negativo ndo apresentaram turvacao,
enquanto que, todos os meios de incubacdo correspondentes aos grupos de controlo positivo

apresentaram turvacéo, reveladora da ocorréncia de multiplicacdo bacteriana.

O grupo 1 permitiu determinar a efic&cia bactericida de uma solucéo de NaOCI a 5,25%
(m/v), e no qual foi possivel observar a ocorréncia de amostras onde ocorreu multiplicacéo
bacteriana em 2 dos cones e em 4 dos dentes. O hipoclorito de sddio consegue dissolver o tecido
necrético e a componente organica da smear layer, e eliminar agentes patogénicos sésseis
organizados em biofilme e localizados nos tubulos dentinérios.® No entanto, ndo fornece uma
desinfecdo completa do canal radicular®®, sendo que tem sido reportada uma elevada
resisténcia de E. faecalis face a diversas substancias antibacterianas, nomeadamente, ao
hipoclorito de s6dio.®® A diminuicio da efic4cia antibacteriana do hipoclorito de sodio pode
dever-se quer pela inativacao que sofre por parte de componentes organicos presentes no canal
radicular, quer pela sua elevada tensdo superficial®*®®, o que pode explicar a presenca de
amostras positivas neste grupo. Por outro lado, a observacdo de um maior nimero de amostras
positivas a partir da incubacdo de dentes, quando comparado com a amostra de cones, pode ser
justificado pelo facto de o hipoclorito de sodio apresentar um reduzido alcance no interior dos
tubulos dentinarios.®¥ De acordo com Wong et al., E. faecalis consegue penetrar até >500um,

no interior dos tubulos dentinarios.®¥

No grupo 2, foi possivel verificar multiplicagdo bacteriana a partir de todos os cones
avaliados, assim como, a partir de todos os dentes deste mesmo grupo. Assim, obtiveram-se
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os resultados obtidos para os dois

grupos experimentais, com a solucdo de Nano-MgO (5mg/L) a apresentar uma eficacia
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bactericida inferior relativamente a irrigagdo convencional com uma solugdo de NaOCl a 5,25%
(miv).

Estes resultados sdo contrarios aos obtidos por Monzavi et al., que demonstraram que
uma solucdo aquosa de Nano-MgO com uma concentracdo igual a 5Smg/L apresentava uma
atividade antimicrobiana mais eficiente e eficaz a longo prazo, quando comparada com uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 5,25%.3% Contudo, estes autores s3o omissos relativamente
a utilizacao de solucdes neutralizadoras apds a aplicacéo das solucdes irrigadoras utilizadas no

protocolo de desinfecdo canalar experimental por eles desenvolvido.

Segundo a Norma Europeia para desinfetantes quimicos e antissépticos (EN 1656:2009),
para a avaliagdo do potencial bactericida de qualquer produto, este deve ser imediatamente
neutralizado ou suprimido com recurso a solugdes neutralizadoras estéreis apropriadas, logo

ap6s o fim do seu tempo de atuacéo definido.®®

Através do método de contacto direto, Monzavi et al. verificaram in vitro que uma
solucdo de Nano-MgO (5mg/L) necessita, no maximo, de 1 minuto de atuacdo para induzir
culturas de E. faecalis negativas.®® O presente estudo consistiu na realizacdo de um modelo
experimental ex vivo, por forma a assegurar que a metodologia experimental utilizada pudesse
ter praticabilidade clinica. Para isso recorreu-se a utilizacdo de solucdes neutralizadoras
apropriadas ap0s a utilizacdo das solucdes irrigadoras teste, de modo a aferir o seu potencial
bactericida contra E. faecalis. Perante os resultados obtidos, verificou-se que o tempo de
atuacdo (2 minutos) da solucdo de Nano-MgO (5mg/L) ndo foi suficiente para assegurar a
desinfecdo completa do canal radicular. De facto, Monzavi et al. demonstraram que uma
solucgéo aquosa de Nano-MgO apresentou uma atividade antimicrobiana mais eficiente e eficaz
do que uma solucdo de NaOCI, apds 168h de incubacdo realizada posteriormente ao protocolo
de irrigacdo, contudo esta ndo foi sujeita a qualquer procedimento de neutralizacdo ou
supressdo. Deste modo, a utilizacdo de uma solucio aquosa de Nano-MgO como irrigante
canalar ndo parece ser viavel do ponto de vista clinico, uma vez que nas concentraces
utilizadas o tempo de atuacdo no interior do canal radicular teria que ser muito elevado, o que

inviabilizaria o seu uso nesta etapa do tratamento endodoéntico.

Para alem disso, a suspensdo bacteriana utilizada neste estudo apresentava uma
concentragdo aproximada de 10”7 CFU/mL, superior a utilizada por Monzavi et al., que
apresentava uma concentragio proxima de 10° CFU/mL.® Esta razdo pode também explicar

as diferencas verificadas relativamente ao estudo de Monzavi et al.®
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Os resultados obtidos na avaliacdo preliminar do potencial inibitério da solucdo de
nanoparticulas realizada no presente estudo, assim como o0s resultados determinados por
Monzavi et al., ndo devem ser menosprezados, uma vez que sdo reveladores da elevada
atividade antimicrobiana das nanoparticulas de 6xido de magnésio contra E. faecalis. As
nanoparticulas possuem a capacidade Unica de resistir a condi¢cdes ambientais e temperatura
adversas, pelo que podem manter o seu efeito antimicrobiano no canal radicular por longos

periodos de tempo.(354%

Posto isto, sugere-se a realizagdo de estudos futuros que avaliem a utilizacdo de
nanoparticulas de 6xido de magnésio numa outra etapa do tratamento endodéntico, na qual seja
assegurada o contacto proximo das mesmas com a superficie radicular a desinfetar num longo
periodo de tempo, como por exemplo, no ato de obturacdo canalar. Tém sido incorporadas
nanoparticulas em varios cimentos obturadores com o objetivo de promover a desinfecdo do
canal radicular, sendo que, a adicdo das mesmas resulta numa reducdo significativa de E.
faecalis e ndo altera a fluidez do cimento.®® No entanto, s&o necessarias mais investigacdes in
vitro e in vivo que considerem a toxicidade e os efeitos biologicos, a longo prazo, decorrente

do uso de nanoparticulas de 6xidos metalicos inorganicos.®®

Deste modo, devem-se estabelecer protocolos experimentais que avaliem o potencial
bactericida de cimentos endoddnticos reforcados com Nano-MgO, de cones de gutta-percha
impregnados com Nano-MgO ou a viabilidade de se utilizarem as mesmas nanoparticulas sob

a forma de medicamentos intra-canalares.
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6. CONCLUSOES

A aplicacdo de uma solucdo de Nano-MgO (5mg/L), com 20 nanémetros de dimensao,
no interior de canais infetados com Enterococcus faecalis tem uma eficacia bactericida inferior

a irrigacdo convencional com uma solucéo de NaOCI a 5,25%.

Deste modo, a aplicacdo de uma solucdo aquosa de Nano-MgO como irrigante canalar

ndo é recomendada do ponto de vista clinico.

Contudo, foi possivel comprovar que as nanoparticulas de éxido de magneésio apresentam

uma elevada atividade antimicrobiana in vitro contra E. faecalis, ao fim de 24 horas.

Assim, sugere-se a realizacdo de estudos futuros que avaliem a utilizacdo de
nanoparticulas de oOxido de magnésio numa outra fase do tratamento endodoéntico,
nomeadamente no momento de obturacdo canalar, e que analisem o potencial bactericida de
cimentos endodonticos reforgcados com Nano-MgO, de cones de gutta-percha impregnados
com Nano-MgO ou que avaliem a viabilidade de se utilizarem as mesmas nanoparticulas como

medicacdo intra-canalar.
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ANEXOS

Anexo |
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Figura Il - Verificagdo do comprimento canalar dos dentes (extruséo do stop).

Figura 11l - Verificagdo do comprimento canalar dos dentes (stop ajustado ao limite apical).
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l Grant Ultrasonic bath
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Figura IV — Banho de ultrassons.

Figura VI — Camara de fluxo laminar.
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Figura VIl — Tubos de ensaio com meio sem turvagéo, a esquerda, € com meio com turvagao,

a direita.
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Anexo |1

Figura VIII - Avaliacdo microscépica com coloragdo Gram da pureza da cultura de E.
faecalis.

Figura IX - Red Congo Agar, apds 24 de incubacéo (a formacao de colonias pretas €
indicadora da constituicao de biofilme).

36



