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RESUMO

Objetivo: Comparar a eficacia antimicrobiana de medicagdo intracanalar constituida por
nanoparticulas de 6xido de magnésio (MgO) com pasta de hidréxido de calcio (HC), pasta
bi-antibiotica (PBA), e com o veiculo de administracdo incorporado nas pastas, o

polietilenoglicol (PEG), face a Enterococcus faecalis.

Métodos: Uma amostra constituida por 54 dentes foi preparada, esterilizada e dividida
nos seguintes grupos (n=9): (A) — pasta nano-MgQO; (B) — HC comercial; (C) — PBA
(ciprofloxacina e metronidazol); (D) — PEG; (-) — controlo negativo; (+) — controlo
positivo. A avaliacao preliminar in vitro do potencial antimicrobiano foi realizada através
do teste spot-on-lawn e difusdo em poco. Adicionalmente, determinou-se a concentragao
minima inibitoria (CMI) e bactericida (CMB) das nano-MgO. Na fase ex vivo, os dentes
foram inoculados com a estirpe de referéncia E. faecalis ATCC 51299 e incubados a 37°C
por 24 h, ao fim das quais foram colocados os compostos. Apds sete dias de incubacdo as
pastas foram removidas e a multiplicacdo bacteriana foi avaliada as 24, 48 e 72 h pela
observacao de turvagdo do meio de cultura e medicao da densidade otica as 24 h. Os
resultados foram avaliados através do teste exato de Fisher, sendo p <0,05 considerado

como estatisticamente significativo.

Resultados: Nos testes in vitro verificou-se que a PBA apresentou o maior halo de
inibicdo. As nano-MgO apresentaram uma CMI de 0,78 mg/mL e uma CMB superior a
2,5 mg/mL. Na andlise ex vivo, a PBA apresentou diferenca estatisticamente significativa

em relagdo aos restantes compostos € uma percentagem de inibicao bacteriana superior

(98,33%).

Conclusoes: Nas condigdes deste estudo constatou-se que as nanoparticulas de MgO
apresentam um potencial antimicrobiano inferior a PBA, tanto in vitro como ex vivo.
Sugerem-se estudos no ambito clinico com nano-MgO, considerando o revestimento com
PEG e andlise da microestrutura das nanoparticulas, bem como a sua aplicagdo noutras

fases do tratamento endodoéntico.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Oxido de Magnésio; Medicacdo Intracanalar; E.

faecalis.
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ABSTRACT

Aim: To compare the antimicrobial activity of an intracanal paste composed by
magnesium oxide (MgO) nanoparticles with calcium hydroxide (CH), a bi-antibiotic

paste (BAP) and polyethylene glycol (PEG) against E. faecalis.

Methods: A sample of 54 teeth was prepared, sterilized, and divided into the following
groups (n=9): (A) — nano-MgO paste; (B) — commercial CH; (C) — BAP (ciprofloxacin
and metronidazole); (D) — PEG; (-) — negative control; (+) — positive control. The
preliminary in vitro evaluation of the antimicrobial potential was performed through a
spot-on-lawn and well diffusion test. Additionally, the minimum inhibitory (MIC) and
bactericidal (MBC) concentrations for the MgO nanoparticles were determined. For the
ex vivo experiment, teeth were inoculated with the reference strain E. faecalis ATCC
51299 and incubated at 37°C for 24 hours. After that, the respective compounds were
applied. The pastes were removed after seven days of incubation, and their antimicrobial
activity was evaluated at 24, 48 and 72 h, by observing the teeth and paper points tubes’
turbidity and through the optical density at 24 h. The data were analysed using Fisher's

exact test, and a p-value <0.05 was considered statistically significant.

Results: /n vitro tests showed that BAP presented a bigger inhibition zone halo. The MgO
nanoparticle solution presented a MIC of 0.78 mg/mL and a MBC superior to 2.5 mg/mL.
In the ex vivo evaluation, BAP showed statistically significant results, comparing with the

other compounds, besides a higher percentage of bacterial inhibition (98.33%).

Conclusion: In the conditions of this study, it was found that the antimicrobial activity
of the MgO nanoparticle paste fell below the expectations, and the BAP exhibited
superior antimicrobial activity compared to the other pastes. Clinical studies are
suggested, also the coating of the nano-MgO with PEG and the microstructure analysis

should be performed, these studies may be focused on other treatment phases.

Keywords: Nanoparticles; Magnesium Oxide; Intracanal Medication; E. faecalis.
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INTRODUCAO

A Endodontia ¢ a area da medicina dentaria especializada na fisiologia e patologia da
polpa, que se foca no diagnostico, prevengdo e tratamento das patologias pulpares e

perirradiculares."

A infecdo endodontica é causada por varios agentes etioldgicos, incluindo fungos,
archaea, virus, mas sobretudo bactérias, na forma de biofilme aderido as paredes dos
canais radiculares.”®) Ainda que mais de 500 espécies bacterianas tenham sido detetadas

nestas infegdes, apenas 20 a 30 pertencem ao seu microbioma.®

A periodontite apical (PA) ¢ uma condicao inflamatoria dos tecidos perirradiculares
causada predominantemente por bactérias estritamente anaerdbias.®*) Em resposta a esta
condic¢do, o tratamento endoddntico tem em vista a redu¢do do microbioma patogénico,
através do desbridamento, desinfecio e adequada obturacio.) A prepara¢io quimico-
mecanica ¢ considerada a fase mais importante para erradicar a PA, uma vez que consiste
na remogao do agente etiologico, dos seus subprodutos e do tecido necroético que funciona

como substrato bacteriano.®®

Ainda assim, o tratamento endodontico tem uma taxa de sucesso que varia entre 86 e
98%." O sucesso é caracterizado pela eliminagio dos sinais e sintomas de doenga, tais
como a dor, radiolucidez periapical, fistula, inflamacdo e, de um ponto de vista

histologico, a cicatrizagdo perirradicular.?>7®

A etiologia da periodontite apical pos-tratamento (PAP) inclui bactérias estritamente
anaerobias e anaerobias facultativas que prevaleceram nos canais tratados, ou que provém
de infeg¢des intra ou extrarradiculares.’)» A PAP é considerada emergente, persistente ou

recorrente, sendo a sua forma persistente a mais comum.®”

As bactérias resistentes ao tratamento podem ser encontradas em especificidades
anatoémicas, tais como as ramificagdes apicais, istmos ou canais laterais que nao foram
abrangidos pela instrumentacio e desinfecdo.® Todavia, a PAP nem sempre ocorre em
dentes sujeitos a um tratamento insatisfatorio — foi reportado que 5 a 15% destes casos
ocorrem em dentes sujeitos a um tratamento adequado.”’No que toca a infecdes
secundarias extrarradiculares, estas t€ém origem na contaminag@o bacteriana, enquanto as
infegdes secunddrias intrarradiculares surgem devido a microinfiltragdo que promove a

multiplicagdo das bactérias usualmente existentes em niveis compativeis com a satide.®



Apenas alguns agentes patogénicos tém a capacidade de sobreviver e adaptar-se a
condigOes adversas, como as de um canal submetido ao desbridamento e desinfegao,
destes microrganismos destaca-se a Enterococcus faecalis, detetada em 77% das infegdes

refratarias.®'?

Para sobreviver em condi¢des adversas, os microrganismos sobreviventes precisam de
uma fonte de nutrientes, como o tecido necrotico remanescente ou o exsudado
inflamatério em caso de obturagio inadequada.®®”Resumidamente, as bactérias
persistentes influenciam o prognéstico endodontico se entrarem num estado de baixa
atividade metabolica, que permite a sobrevivéncia em diferentes condi¢des (tensdo de
oxigénio, privacao de nutrientes, flutuagdes de temperatura e a espécies coexistentes), se
estas se multiplicam até despoletarem inflamagao dos tecidos, se obtém acesso aos tecidos
periapicais, ou se libertam fatores de viruléncia. %A E. faecalis, classificada como uma
bactéria gram-positiva anaerobia facultativa, quando presente em larga escala ¢ de
complicada eliminagdo devido a sua capacidade de formar biofilme em condigdes
extremas e de invadir os tubulos dentinarios através de fatores de viruléncia que permitem

adesdo colagénica, resistindo assim a desinfe¢do e até a medicacio intracanalar.!)

O uso de medicagdo intracanalar ¢ apropriado quando o nivel bacteriano nao ¢ compativel
com a cicatrizac¢ao, sendo recomendavel o uso deste tipo de medicacdo entre consultas,
para que os canais nio permaneg¢am vazios e propensos a multiplicagio bacteriana.(!%!®
Por sua vez, os agentes antimicrobianos usados devem apresentar um largo espectro de

atividade e manter-se em contacto com as bactérias numa concentra¢io apropriada.!¥)

O hidroéxido de calcio (HC) ¢ usado frequentemente como medicagdo intracanalar, a sua
eficacia antimicrobiana advém do seu pH elevado (12,5), que permite a disrupgao das
membranas celulares e proteinas bacterianas.¥ Por outro lado, o HC contribui para a
degradacdo do colagénio, comprometendo mecanicamente a dentina e nao ¢ eficaz contra
E. faecalis, entre outras bactérias.!>"!> Para além do mencionado, de um ponto de vista

clinico, a remog¢ao de HC dos canais ¢ considerada desafiante.

A pasta bi-antibidtica (PBA) € constituida por ciprofloxacina, agente bactericida que tem
acdo sobre bactérias gram-negativas, e metronidazol, agente antimicrobiano que atua
sobre bactérias anaerdbias e protozoarios.('® Esta pasta surgiu como uma alternativa a
pasta tri-antibiotica, constituida adicionalmente por minociclina, que tinha a desvantagem

de descolorar os dentes.!®!” A PBA contribui excessivamente para a desmineralizagdo



dentinaria devido ao seu pH reduzido (2,9), para além da sua remocdo ser também
considerada desafiante e a retengdo nos canais poder comprometer o selamento dos

mesmos.!+16:18)

O veiculo de administracdo usado nas pastas intracanalares tem um papel crucial, uma
vez que ¢ responsavel pelo transporte do agente ativo para os canais, influenciando a sua
velocidade de difusdo.""” De acordo com Carreira, C. et al. (2007), o polietilenoglicol
(PEG) apresentou uma penetragdo dentinaria promissora em comparacdo a outros

veiculos comuns.!?

A nanotecnologia tem sido aplicada na medicina, genética e farmacologia, nomeadamente
na antibioterapia.®” As nanoparticulas de 6xidos metalicos tém demonstrado um efeito
antimicrobiano interessante face a bactérias gram-positivas e negativas, mesmo quando
em baixas concentra¢des, adicionalmente, t€ém-se demonstrado biocompativeis com
células mamiferas, sendo que o seu efeito deve-se a carga positiva e vasta area de
superficie, o que permite a forte interagio com as paredes celulares bacterianas.'”) Todas
estas descobertas tém trazido a atengdo para nanoparticulas de 6xidos metalicos na area

da endodontia.

Em comparacao com o 6xido-de-titanio, nano-prata e nano-cobre, as nanoparticulas de
oxido de magnésio (MgO) exibem as vantagens de ter uma toxicidade minima e de serem
facilmente produzidas a partir de percursores pouco dispendiosos.!!? As particulas nano-
MgO ja foram testadas como irrigante canalar, contudo, a sua eficacia face a E. faecalis,

demonstrou-se inferior a do gold standard, hipoclorito de sédio (NaOCl) a 5,25%.?V

O objetivo deste estudo ex vivo € de avaliar a atividade antimicrobiana de uma medicagao
intracanalar de nanoparticulas de MgO-400 de 20 nm de dimensdao, bem como de
comparar essa atividade com a de pastas usadas comumente (HC e PBA) e com o veiculo
usado para elaborar as pastas (PEG). Esta atividade antimicrobiana sera testada através

da aplicacdo das pastas numa infe¢do intracanalar ex vivo causada por E. faecalis.



MATERIAL E METODOS

O presente protocolo foi apresentado ao Conselho de Etica da Faculdade de Medicina
Dentaria da Universidade de Lisboa, tendo sido obtido um parecer favoravel a realizagdo

do estudo (Anexo I).

Uma amostra constituida por 54 dentes monorradiculares, que apresentassem apenas um
canal, ndo calcificado, sem curvas acentuadas e sem tratamento endodontico prévio foi
obtida a partir de vérias clinicas localizadas em Lisboa. Cada dente foi desinfetado com

uma solucdo de NaOCl a 5% e mantido em ambiente humido.?!=>*

Preparaciao da amostra

Os dentes foram radiografados de modo a verificar o cumprimento dos critérios acima
mencionados, seccionaram-se as coroas dos dentes aceites pela juncdo amelo-
cementinaria (JAC) com recurso a uma broca diamantada e estabeleceu-se a
permeabilidade dos canais com uma lima K 10 (Dentsply-Maillefer, Suica).*'>» O
comprimento endodontico (CE) e de trabalho (CT) estipulados foram 13 e 12 mm,
respetivamente, estas medidas foram obtidas através da colocagdo da lima K 10 no canal
até exceder o limite da raiz, que entdo foi ajustada de modo a coincidir com o apex —
ajustou-se o stop de borracha e transferiu-se essa medida para uma régua.?? Nesta fase
excluiram-se os dentes nao permeaveis e os de CE inferior a 13 mm, sendo os de maior

comprimento desgastados até ao comprimento estipulado.?!-*3

O calculo dentario foi removido e os canais foram sujeitos a preparagdo quimico-
mecanica. Apos a via da permeabilidade ter sido estabelecida com limas K 10 e 15
(Dentsply-Maillefer, Suiga), os canais foram preparados com limas Small (ISO 020) e
Primary (ISO 025) do Sistema WaveOne Gold (Dentsply-Maillefer, Suiga).?!*® Entre
cada lima, os canais foram irrigados com NaOCl a 5% (v/v), com 1 mL de écido citrico
a 10% (m/v) no final da instrumentagdo durante um minuto para remover a smear layer
e finalmente com 4gua destilada por 30 segundos, de forma a inativar os irrigantes. ?!-%
A irrigacdo foi realizada através do método tradicional com seringa e agulha.?!?®) As
raizes foram revestidas com duas camadas de verniz de unhas e esterilizadas em autoclave

a 120°C por 20 minutos.?!2¥

A amostra foi dividida em seis grupos, cada grupo incluindo 9 dentes (n=9), tal como

descrito na tabela que se segue.



GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo A
(n=9)

Grupo B
(n=9)

Grupo C
(n=9)

Grupo D
(n=9)

Controlo
negativo
(n=9)
Controlo
positivo

(n=9)

Pasta de nanoparticulas de MgO-400 de 20 nm a 99%
(GetnanoMaterials®, Franga) (com polietilenoglicol (Macrogol,

Generis® Farmacéutica, MAM2201104A, 2025-02))

Hidréxido de calcio (Calasept Plus, 4U, Nordiska Dental, Suécia,
222239, 2023-05)

Pasta bi-antibiotica — mistura de ciprofloxacina (Nivoflox, Aristo,
2999IMi, 2023-11) e metronidazol (Flagyl, Laboratorios Vitoria,
3182, 2026-08) (com polietilenoglicol (Macrogol, Generis®
Farmacéutica, MAM2201104A, 2025-02))

®

Solu¢do de polietilenoglicol (Macrogol, Generis® Farmacéutica,

MAM2201104A, 2025-02)

GRUPOS DE CONTROLO

Incubacao com meio Brain Heart Infusion (BHI), (VWR Chemicals,
Bélgica)

Incubacao com suspensao de E. faecalis (ATCC 51299)

Tabela 1 — Distribui¢do da amostra pelos grupos experimentais e de controlo

Testou-se a eficacia de trés medicacdes intracanalares para avaliar o seu potencial

antimicrobiano ¢ do veiculo utilizado na execuc¢do das mesmas, de forma a determinar se

este tem efeito antimicrobiano contra a E. faecalis.('”

Todos os procedimentos adiante descritos foram realizados em camara de fluxo laminar,

em triplicado e em dias independentes, de forma a evitar erros laboratoriais, contaminagao

e garantir a reprodutibilidade dos resultados obtidos.

Preparacio da suspensao bacteriana

A estirpe de referéncia E. faecalis ATCC 51299 foi inoculada numa placa com meio nao-

seletivo Brain Heart Infusion (BHI) e incubada aerobicamente a 37 °C por 24 horas.



A cultura bacteriana obtida foi utilizada para realizagdo de uma suspensao bacteriana com
uma turvagdo de 0,5 na escala de McFarland (= 108 UFC/mL), em 0,9% de cloreto de
sodio (NaCl). A suspensdo foi diluida a 1:10 (= 10’ CFU/mL) em meio BHI liquido

(VWRChemicals, Bélgica), suspensdo esta que foi utilizada nos ensaios in vitro e ex vivo.

Solu¢dao Nano-MgO

Foram obtidas particulas NanoMgO-400 de 20 nm a 99% da companhia
GetNanoMaterials®, as quais foram mantidas segundo as instrug¢des do fornecedor (a
temperatura ambiente e meio seco). Este produto foi esterilizado em estufa a 180°C por
90 minutos.?? Subsequentemente, produziu-se uma solugio de 5 mg/mL através da
diluicio em agua ultrapura (Milli-Q® Integral System, Millipore, EUA), que foi submetida
a um banho de ultrassons (Gramt, Ultrasonic Bath, MXB14, Reino Unido), a 50 kHz,

durante 15 minutos.?!*)

Pasta de hidréxido de calcio
Utilizou-se uma pasta de hidroxido de calcio comercial (Calasept Plus, 4U, Nordiska

Dental, Suécia, 222239, 2023-05).

Polietilenoglicol
As particulas de PEG foram diluidas de acordo com as instru¢des do fornecedor (80
mg/mL) em 4gua ultrapura (Milli-Q® Integral System, Millipore, EUA). Posto isto, a

solugdo foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Pasta bi-antibidtica
A pasta foi produzida através de 500 mg de ciprofloxacina ¢ 500 mg de metronidazol,

esmagados e envolvidos em 1 mL da solu¢do de PEG previamente preparada.

Avaliacao preliminar in vitro do potencial antimicrobiano dos compostos
A metodologia que se segue foi realizada em triplicado, em cdmara de fluxo laminar, em
trés dias independentes, por forma a evitar erros laboratoriais, contaminagdo e garantir a

reprodutibilidade dos resultados obtidos.

a) Ensaio de spot-on-lawn e difusdo em poco
A suspensdo bacteriana de E. faecalis, como anteriormente descrita, foi preparada e
inoculada uniformemente em tapete, com uma zaragatoa, na superficie das placas de BHI

agar.?12) A técnica de spot-on-lawn foi utilizada para a avaliagio da atividade
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antimicrobiana de solugdes, enquanto a técnica de difusdo em pogo foi utilizada para a
avaliagdo da atividade antimicrobiana das pastas. As pastas foram colocadas em pogos de
0,12 cm?, previamente preparados e na técnica de spot-on-lawn, procedeu-se a colocagio
de 10 pL de cada solugio na superficie do agar.?® Ambas as placas foram incubadas a
37°C por 24 h, apds as quais os halos/diametros de inibi¢do antimicrobiana foram

medidos.

ooooo

(CMB) das particulas de MgO

A solugdo de nano-MgO foi sujeita a um protocolo de determinagio da CMI e CMB.?

Esta andlise foi conduzida numa placa de cultura de 96 pocos (VWR Chemical, Tissue
culture plate, Bélgica). Para este protocolo, 50 puL de dilui¢des seriadas da solugdo de 5
mg/mL de nano-MgO foram distribuidas pelos pocos da microplaca e cada pogo foi
preenchido também com 50 pL da suspensdo de E. faecalis a 10’ CFU/mL diluida em
meio BHI liquido. Adicionalmente, foram incluidos no ensaio experimental um controlo
negativo (apenas meio) e positivo (suspensdo bacteriana). As microplacas foram

incubadas a 37°C por 24 horas.

ApoOs a incubagdao, a CMI foi determinada através da leitura de densidade otica com
recurso a espectrofotometro (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Alemanha) no
comprimento de onda de 600 nm. O valor de CMB foi determinado através da inoculagao
de 3 uL de cada pogo das microplacas em meio BHI agar. Placas estas incubadas a 37°C
por 24 horas. A CMB foi determinada como a concentragdo mais baixa de nano-MgO

onde nio foi observada multiplica¢do bacteriana em placa.?®

Avaliacao ex vivo do potencial antimicrobiano dos compostos testados
A metodologia que se segue foi realizada em triplicado, em cdmara de fluxo laminar, em
trés dias independentes, por forma a evitar erros laboratoriais, contaminagdo e garantir a

reprodutibilidade dos resultados obtidos.

Contaminac¢ao dos dentes
Todas as raizes foram inoculadas com 10 pL de suspensdo bacteriana de E. faecalis
preparada com BHI liquido, a exce¢do dos dentes correspondentes ao controlo negativo,

que foram inoculados com 10 pL de meio liquido BHI apenas.



Cada dente foi colocado num tubo estéril de 1,5 mL, devidamente legendado, com 100
uL de 4gua ultrapura (Milli-Q® Integral System, Millipore, EUA). A amostra foi entdo
incubada a 37°C por 24 horas.

Protocolo de tratamento dos grupos experimentais

Os canais das raizes dos grupos experimentais foram secos com cones de papel estéreis
antes da colocacdo da medicacgdo, as pastas foram colocadas até ao CT, na tabela 1
apresentam-se 0s grupos experimentais e as respetivas pastas aplicadas. As pastas dos
grupos A e C foram colocadas utilizando 1€ntulos #025 (Dentsply-Maillefer, Suiga), a
pasta do grupo B foi colocada com o aplicador do fabricante e a solucao do grupo D foi
pipetada para os canais. Todos os dentes foram transferidos para novos tubos estéreis

incubados a 37°C durante sete dias.*’?®

Remoc¢ao da medicacio intracanalar
Ao fim de 7 dias de incubacao, todos os dentes foram irrigados com 2,5 mL de NaCl com
uma seringa estéril e as pastas foram entdo removidas com limas estéreis K 25 (Dentsply-

Maillefer, Suiga) através de movimentos circunferenciais.®

Introduziram-se cones de papel estéreis nos canais durante 1 minuto, os mesmos cones
foram transferidos para tubos de ensaio estéreis com 4 mL de meio de cultura BHI liquido
e os dentes para tubos com 1,5 mL do mesmo meio. Estes tubos foram incubados a 37°C

durante 72 horas.

a) Avaliacio da atividade antimicrobiana
Os tubos foram observados apds 24, 48 e 72 h de incubagdo, foi considerado que a

existéncia de turvacao observavel indicava multiplicagdo bacteriana.

b) Avaliacio da atividade antimicrobiana por espectrofotometria
A densidade otica da amostra foi medida através de um espetrofotometro (FLUOstar
OPTIMA, BMG Labtech, Alemanha) com comprimento de onda definido para 600 nm
(ODs00), apds 24h de incubagdo. O valor observado nos pogos teste foram comparados

com os valores dos controlos positivos para identificacao de inibi¢ao antimicrobiana.

Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada em software MATLAB (The Math Works Inc., versao
R2022b, EUA) e os graficos foram realizados com Microsoft Excel (Microsoft

Corporation, versao 2304, EUA). Os resultados foram comparados através do



cruzamento de dados pelo teste exato de Fisher, sendo considerados valores de p < 0,05

estatisticamente significativos.



RESULTADOS

Avaliaciao preliminar in vitro do potencial antimicrobiano

a) Ensaio de spot- on-lawn e well-diffusion
Ap6s 24 horas de incubagao, foi observado que todos os compostos testados apresentaram
diferengas no halo de inibicdo antimicrobiano, refletindo possiveis diferengas no seu
potencial antimicrobiano. No grupo A foi observado um halo opaco de ligeira inibicao,
nos grupos B e C observaram-se halos de 14 e 42 mm, respetivamente, e no grupo D nao

foi observada evidéncia de inibicao.

Figura 1 — Zonas de inibi¢do apos 24 h de incubagdo (A: solucdo de 5 mg/mL nano-MgO; B: hidroxido de calcio; C:
pasta bi-antibiotica; D: polietilenoglicol) (original).

.....

(CMB) das nanoparticulas de MgO
Os valores obtidos para a CMI e CMB sdo apresentados na tabela que se segue, verifica-
se que o valor de CMB nio foi possivel de determinar, sendo superior a concentragdo

maxima testada.

CMI CMB CMB/CMI
0,78 mg/mL (o 0,47
> 2.5 mg/mL *n.d.
mg/mL)

Tabela 2 - CMI e CMB da solugdo de nano-MgO face a E. faecalis (*n.d.: ndo determinado)
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Figura 2 — Multiplicag¢do bacteriana observada nas concentragées da solugdo de nano-MgO testadas aquando da
determinagdo da CMB (original).

Avaliacao ex vivo do potencial antimicrobiano

a) Avaliacao visual da atividade antimicrobiana
A multiplicagdo bacteriana foi considerada na presenca de turvacao do meio de cultura
(Figura 3). Todos os dentes dos controlos negativos, tanto dos dentes como dos cones de

papel, permaneceram sem multiplicagdo bacteriana observavel.

aa |

Figura 3 — Comparagdo de turvagdo: neste ensaio verificou-se multiplicagdo bacteriana no controlo positivo e nos
grupos A, B e D, tendo o controlo negativo e o grupo C apresentado auséncia de multiplicagcdo bacteriana, com
meio de cultura limpido. A direita encontram-se os controlos dos cones de papel num dos ensaios (original).

Considerando os controlos positivos, a exce¢do de um tubo com um cone de papel, todos
apresentaram multiplicagcdo bacteriana. De todos os grupos experimentais, o grupo C foi

0 unico que nunca apresentou multiplicacdo bacteriana (Grafico 1).
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Inicio da multiplicacdo bacteriana
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Grafico 1 — Numero absoluto de tubos com e sem turvagdo observados apos 24, 48 e 72 h, comparando os grupos de
dentes com os de cones de papel.

Foi observado que a multiplicacao bacteriana ocorreu consistentemente nos grupos A, B
e D, mas ndao no grupo C (PBA). Dadas as condi¢des constantes, diferencas

estatisticamente significativas foram registadas entre a pasta de nano-MgO, HC e solugdo

de PEG, face a PBA (Tabela 3).

Sig. Exata (2 lados)

Grupo A x Grupo B 1,0
Grupo A x Grupo C 0,0090
Grupo A x Grupo D 0,2059
Grupo B x Grupo C 0,0090
Grupo B x Grupo D 0,2059
Grupo C x Grupo D 0,000041

Tabela 3 — Comparagdo dos resultados visuais obtidos para os diferentes grupos experimentais as 24 h (dentes).

b) Avaliacao da atividade antimicrobiana por espectrofotometria
A percentagem média de inibigdo antimicrobiana foi calculada através da ODgoo. O
resultado para a amostra dos dentes encontra-se apresentada no Grafico 2. Esta
determinagdo foi feita através da comparag@o dos valores de OD obtidos para os grupos

experimentais e os grupos de controlo.
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Inibicao do crescimento bacteriano (%)
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Grafico 2 — Percentagem de inibi¢do bacteriana para a amostra de dentes e de cones, calculada através da ODeoo,
comparando com os grupos de controlo (dentes e cones de papel).

Na amostra dos dentes, as trés pastas (grupos A, B e C) apresentaram potencial inibi¢ao
bacteriano, ja na amostra dos cones de papel, a inibi¢do apenas ocorreu nos grupos das
pastas de hidréxido de calcio e bi-antibiotica (grupos B e C). O PEG (grupo D) foi o inico

composto que nunca apresentou potencial de inibi¢ao bacteriana nesta avaliagdo.
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DISCUSSAO

A medicacdo intracanalar tem o seu papel na endodontia como um complemento do
tratamento e ndo como uma substitui¢do da preparagdo quimico-mecanica e desinfe¢do
canalar, sendo que, quando combinado com um desbridamento adequado, o uso de

medicagio intracanalar pode ser muito favoravel.*”

A escolha da E. faecalis como objeto de estudo foi baseada na sua vasta ocorréncia em
casos de infecdes perirradiculares persistentes, bem como por ser conhecida como um

dos maiores agentes responsaveis pelas falhas do tratamento endodéntico.(!!-30-32)

Ainda que sejam frequentemente usados como medicacdo intracanalar, o HC e a PBA
apresentam limitagdes, tais como a dificuldade na remog¢do dos canais, a degradacao do
colagénio dentinario no caso do HC, e a desmineralizacao da dentina no caso da PBA,
que futuramente compromete o selamento do canal.(!*!%*¥ Adicionalmente, o uso de HC
tem sido reportado como ineficaz para E. faecalis, 0 que torna a procura de um novo

agente antimicrobiano crucial.!”

As bactérias patogénicas multirresistentes sao uma das prioridades atuais na medicina,
consequentemente, hd um interesse crescente nas terapias antimicrobianas nao-
convencionais, como por exemplo no uso de nanoparticulas metalicas.?” Neste estudo
recorreu-se as nanoparticulas de MgO dado que estas se demonstraram biocompativeis e
apresentaram resultados favordveis como irrigante segundo Monzavi et al. (2015),
contudo, no trabalho de Romani et al. (2021), foi sugerido que este nano material

necessitaria de um maior tempo de atuagdo no canal radicular.(1%2!

Este trabalho apresentou como objetivo investigar o efeito de uma pasta constituida por
nano-MgO face a E. faecalis, mimetizando o seu uso como medicag¢ao intracanalar, sendo
mantido no canal por sete dias, comparando o seu resultado com o das pastas usualmente

utilizadas em endodontia.

Foi possivel obter uma CMI de 0.78 mg/mL para as nanoparticulas de MgO, ja a CMB

ndo foi determinada (> 2,5 mg/mL), pelo que o racio MBC/MIC nio pode ser obtido.®

O efeito ex vivo das nanoparticulas de MgO ndo correspondeu as expectativas, sendo que
de acordo com Nguyen, N. T., et al. (2018), as nano-MgO (23+5 nm) demonstraram um
efeito antimicrobiano promissor, sendo sugerido que uma concentragdo superior a 1,6

mg/mL poderia ser letal para bactérias gram-negativas e inibitorio para as gram-
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positivas.?* A pesquisa sobre o potencial de nanoparticulas no campo da endodontia tem
sido sobretudo aplicada na fase da irrigagdo, conforme a investigacdo de Monzavi, A. et
al. (2015), as nanoparticulas de MgO com um tamanho de 70 a 150 nm exibiram
resultados promissores na redu¢do do numero de colonias de S. aureus, E. faecalis e C.
albicans, quando em comparagio com NaOCl a 5,25%.'9 Uma possivel explicac¢io para
os resultados menos encorajadores do presente estudo ¢ a tendéncia das nanoparticulas
de MgO a agregar com o tempo, reduzindo assim a sua eficacia. A fim de evitar a
formacgao de agregados, Naguib, G. et, al (2022) revestiram as nanoparticulas com zeina,

um polimero de origem vegetal ¥

No presente estudo o HC demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a PBA no teste visual, e ainda uma percentagem de inibicao inferior a mesma.
Tem sido reportado que o HC € ineficaz na eliminagdo da E. faecalis, devido a penetracdo
profunda desta bactéria nos tabulos dentinarios, onde o pH elevado do HC nado tem
eficacia devido ao efeito de tampao da dentina e a capacidade de a bactéria manter a

homeostase passivamente, através de bombas de protdes.>*%)

Entender a multiplicagdo bacteriana nos tubulos dentinarios ¢ fundamental para o
tratamento endodontico, entdo foram observados os dentes e os cones de papel, pois os
cones apenas demonstram a atividade bacteriana no canal, enquanto que o dente em si
podera apresentar atividade bacteriana no interior dos tubulos.®” Observou-se que um
dos cones de papel do controlo positivo ndo apresentou contaminacao, possivelmente
devido a erro laboratorial, ja4 que na amostra de dentes todos apresentaram
desenvolvimento bacteriano. Quando ocorreu, a multiplicagdo bacteriana foi observada
sempre durante as primeiras 24 h, com excecao de um unico tubo com cone de papel do
grupo A, que apresentou crescimento as 48 h. O crescimento tardio observado neste tubo

pode ser atribuido ao manuseamento quando foi feita a leitura ODgoo das 24h.

Os resultados da leitura 6tica nos grupos dos dentes corresponderam aos resultados do
teste visual. As trés pastas apresentaram eficacia antimicrobiana, observando-se que a
PBA apresentou um potencial antimicrobiano superior (98,33% nos dentes), j4 o PEG
ndo inibiu o crescimento. As percentagens de inibi¢do para amostra de cones de papel
neste teste ndo foram concordantes com os valores obtidos na amostra de dentes, o facto
de no grupo A (cones de papel) ndo ter havido inibi¢do bacteriana e no grupo B a inibi¢ao

ter sido inferior a dos dentes, pode ser justificado pelo facto de os cones de papel ndo
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absorverem a pasta de nano-MgO e o hidréxido de célcio, permitindo o crescimento

bacteriano nestes grupos.

A presente investigacdo reune algumas limitacdes, comecando pela impossibilidade de
reproduzir as condigdes da cavidade oral — estudos futuros no ambito clinico poderao ser
uma vantagem neste aspeto, uma vez que estas nanoparticulas nio sio citotoxicas.'? O
numero reduzido da amostra foi outra limita¢do, bem como o facto de nao se ter tido em
conta as consisténcias das pastas como variavel do estudo, ainda que ndo exista evidéncia

sobre a influéncia da consisténcia na capacidade de penetracio das pastas.!%3®

O estudo da eficacia antimicrobiana das nanoparticulas deve ser realizado nao s6 em torno
da sua aplicabilidade como medicagdo intracanalar, mas também na sua impregnagao dos
cones de gutta-percha e incorporagdo em cimentos. Os estudos futuros devem ter em
conta a analise da microestrutura das nanoparticulas com recurso a técnicas como a
microscopia eletronica por transmissdo e varrimento, andlise essa que ¢ fundamental para
confirmar a caracterizagao das nanoparticulas fornecida pelo fabricante, sendo que o seu
tamanho e area de superficie estdo relacionadas com a velocidade de interagdo com as
paredes celulares.*> Para além disso, o PEG, deve ser explorado como polimero de
revestimento, pois aparenta ser um promissor candidato devido a sua capacidade de
penetrar na dentina e baixo custo.!'” Ao contrario do que foi verificado por Carreira C.
et. al (2007), o PEG nao apresenta atividade antimicrobiana face a E. faecalis, pelo que

ndo interferiu nos resultados obtidos entre as diferentes pastas.!”

Houve diferencas estatisticamente significativas entre os potenciais antimicrobianos das
pastas de nano-MgO, HC e PEG face a PBA, foi portanto descartada a hipotese nula.
Nenhum dos dentes ou cones de papel do grupo da PBA apresentou multiplicagao
bacteriana observavel e esta mesma pasta apresentou uma percentagem de inibi¢do
bacteriana de 98,33% no teste de ODegoo realizado nos dentes. Nestes ensaios, a PBA
revelou ser a medicacdo intracanalar com melhor atividade antimicrobiana contra E.

faecalis.
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CONCLUSOES

Nas condic¢des deste estudo, foi observado que as nanoparticulas de 6xido de magnésio
apresentam atividade antimicrobiana, sendo possivel calcular a sua concentragdo minima
inibitoria. A medica¢ao intracanalar produzida com estas nanoparticulas surtiu resultados
comparaveis a pasta de hidroxido de célcio e inferiores a pasta bi-antibidtica. Verificou-
se que o polietilenoglicol, utilizado nas pastas de nano-MgO e bi-antibidtica, ndo
interferiu com os resultados obtidos pelas pastas. Para posteriormente explorar o potencial
antimicrobiano das nanoparticulas de MgO sdo recomendados estudos clinicos com
concentracdes superiores a utilizada, considerando a seguranga bioldgica destas
nanoparticulas. Adicionalmente sugere-se o revestimento das nanoparticulas com PEG e
a analise da microestrutura das nano-MgO, bem como que o foco ndo se dirija apenas ao
seu uso como medicagdo intracanalar, mas também na fase de obturagdo e selamento do

canal.
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ANEXOS

Anexo I — Parecer 202001 da Comissio de Etica da Faculdade de Medicina

Dentaria da Universidade de Lisboa
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FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

UNIVERSIDADE DE LISBOA

Comissio de Etica

Parecer 202001

A Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade de
Lisboa (CE-FMDUL) considera que a utilizagdo de dentes ou partes de dentes,
para investigagéo ou ensino, em que nao conste a identidade do dador e em que
seja impossivel a respetiva identificacdo, ndo carece de parecer prévio favoravel
da CE-FMDUL.

E este, segundo melhor opini&o, o parecer desta Comissao de Etica.

Lisboa, 7 de marco de 2023

O presidente da CE-FMDUL

(Joao Aquino — professor catedratico)
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