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RESUMO

A presenca de microrganismos, susceptiveis de causarem infecGes persistentes, é
considerada a maior causa de fracasso do tratamento endoddntico, inclusive o isolamento
de bactérias esta descrito em cerca de 40 a 60 % dos canais radiculares de dentes com
periodontite apical pods-tratamento endoddntico. As areas do complexo sistema de canais
radiculares ndo atingidas durante a preparacdo quimico-mecéanica sido favoraveis a
manutencao de conteudo séptico-necroético, contribuindo para o insucesso do tratamento
endodoéntico. A obturacdo do canal radicular deve preencher e selar o canal preparado
de forma a evitar espagos vazios e nutrientes que favorecem o crescimento de bactérias
residuais. Assim, o cimento endodbntico deve, idealmente, apresentar atividade
antimicrobiana e alcangar essas areas para exercer de forma mais efetiva os seus efeitos
antibacterianos. O aumento da atividade antimicrobiana dos cimentos, com agéo a longo
prazo, parece ser uma abordagem interessante para maximizar a desinfecao do sistema de

canais radiculares.

A espécie Enterococcus faecalis € a mais comumente isolada em dentes com infecé&o
endodoéntica, estando particularmente associada aos casos de insucesso do tratamento
endodoéntico. A capacidade destes microrganismos penetrarem no canal radicular
permanecendo viaveis por longos periodos em ambiente desfavoravel, e multiplicando-
se, é relevante no que se refere a formacéo do biofilme, o qual esté relacionado com a
persisténcia de infecdes endodobnticas. Atualmente, a periodontite apical é considerada
uma doenca causada por biofilimes.

A biocompatibilidade dos cimentos endoddnticos € uma propriedade essencial, ja que estes
materiais podem contactar diretamente com diversos tipos de células, nomeadamente,
células 6sseas, aquando a extrus&o dos materiais para os tecidos periapicais. A avaliacédo
in vitro destes materiais deve basear-se ndo apenas na proliferacao e diferenciacdo dos
osteoblastos, mas também na diferenciacao e ativacdo dos osteoclastos.
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Este trabalho procurou, por um lado, verificar in vitro o aumento da atividade antimicrobiana e
antibiofilme de dois cimentos endodénticos comerciais pela incorporacido de nanoparticulas
de amonia quaternaria de polietilenoimina (QPEI) e, por outro lado, esclarecer se as
propriedades fisico-quimicas € mecanicas, bem como a biocompatibilidade dos novos
materiais, ndo sofreram alteracdes pela inclusdo das nanoparticulas.

Primeiramente, a solucéo de polietilenoimina (PEIl), da qual sdo obtidas as nanoparticulas
de QPEI, foi avaliada quanto a sua eficacia antimicrobiana e antibiofilme contra estirpes
de microrganismos geralmente envolvidos em infecdes endododnticas persistentes. O
mecanismo de acao deste composto também foi esclarecido por meio de citometria de fluxo.
Os resultados confirmaram a forte atividade antimicrobiana e antibiofiime do PEI. Contudo, a
solugao de PEI tem igualmente uma grande citotoxicidade. Deste modo, foram sintetizadas
e caraterizadas nanoparticulas de QPEI e, posteriormente, incorporadas em cimentos de
obturacéo selecionados, procurando uma solucdo antimicrobiana mas simultaneamente

biocompativel para aplicagéo in vivo.

Os resultados da avaliagcédo da atividade antibacteriana foram indicativos de um aumento
consideravel e de longa duragéo da eficacia antibacteriana, contra o microrganismo E.
faecalis, e sem alteracdes significativas nas propriedades fisico quimicas e mecanicas dos
cimentos, determinadas de acordo com a Norma ISO 6876.

Considerando as propriedades antibacterianas e antibiofilme das nanoparticulas QPEI,
postulou-se a hipétese de que a atividade antibiofilme dos cimentos endodbnticos também
poderia ser melhorada, no sentido de aumentar a eficacia terapéutica, tendo em conta
a importancia e o reconhecimento da entidade do biofilme, como agente etioldgico das
infecdes endododnticas. De facto este aspecto foi comprovado.

O comportamento biolégico dos cimentos endodbénticos com nanoparticulas de QPEI foi
também avaliado. Os resultados obtidos sugerem que a incorporacéo de nanoparticulas
de QPEI aos cimentos endodénticos estudados, nao induz efeitos nocivos sobre as células
osseas, em comparacdo com 0s mesmos materiais na formulagao comercial.

Assim, as nanoparticulas de QPEI, para além de potenciacédo da atividade antibacteriana
e antibiofilme dos cimentos endodbnticos contra o microrganismo E. faecalis, s&o
relativamente simples de sintetizar e economicamente acessiveis, conjugado com o facto de

serem biocompativeis com as células ¢sseas. Além disso, as propriedades fisico-quimicas



e mecéanicas, requisitos fundamentais de um cimento ideal, ndo sofreram alteracdes. A
extrapolacéo deste estudo para a pratica clinica pode representar um passo importante no
controlo das infecOes primarias e secundarias/persistentes, relacionadas com o insucesso
do tratamento endodéntico. Adicionalmente, as nanoparticulas de QPEI podem ser Uteis no
ambito de outras entidades clinicas infeciosas, comuns na cavidade oral. Esta aplicacio tera
com certeza repercussdes em termos de prevencdo das infecdes endododnticas persistentes
e/ou progndstico da periodontite apical.
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ABSTRACT

Microorganisms are the main etiological factor for endodontic treatment failure; in fact,
persistent bacteria have been detected in approximately 40 to 60 % of the root canals of teeth
with apical periodontitis following endodontic treatment. The areas of the complex root canal
system untouched during the chemomechanical preparation are prone to maintain its septic-
necrotic content, thus contributing to the failure of the endodontic treatment. Ideally, the root
obturation should fill and seal the prepared canal and deny space and nutrients for growth
of residual bacteria. Thus, the endodontic sealer must have antimicrobial activity and should
ideally be forced to these areas to exert its antibacterial effects more effectively. Increasing
the long-term antimicrobial activity of the sealers seems to be an interesting approach to
maximize root canal disinfection.

Enterococcus faecalis was used because it is one of the most prevalent species in root
canals of teeth with post-treatment disease. The ability of these microorganisms to penetrate
the root canal, remaining viable for long periods of time in unfavorable environments and
multiplying is relevant in regard to biofilm formation, which is associated with the persistence
of endodontic infections. Apical periodontitis has been recognized as a biofilm-induced
disease.

The biocompatibility of the endodontic sealers is an essential property, since these materials
may contact directly with various types of cells, namely bone cells, during the extrusion of
the materials into periapical tissues. In vitro evaluation of these materials must be based not
only on the proliferation and differentiation of osteoblasts, but also in the differentiation and
activation of osteoclasts.

The aim of this study was to verify in vitro an increase in the antimicrobial and antibiofilm
activity of two commercial endodontic sealers by incorporating quaternary ammonium
polyethyleneimine nanoparticles (QPEI) and also to clarify whether the physicochemical
and mechanical properties, as well as biocompatibility are unaltered by the inclusion of
nanoparticles in the materials.
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First, the polyethylenimine (PEI) solution from which QPEI nanoparticles are obtained was
evaluated for its antimicrobial and antibiofilm efficacy against strains of microorganisms that
are usually involved in persistent endodontic infections. The mechanism of action of this
compound was also clarified through flow cytometry. The results confirmed the effective
antimicrobial activity of PEl. However, PEI solution has also a high cytotoxicity. Thus, QPEI
nanoparticles were synthesized and characterized, and, subsequently, included in selected
endodontic sealers, looking for an antimicrobial but also biocompatible material for in vivo
application.

The results of the antibacterial activity evaluation showed a significant and long-term increase
of the antibacterial efficacy against E. faecalis, with no significant changes in physicochemical
and mechanical properties of sealers, determined in accordance with ISO 6876.

Considering the antibacterial and antibiofilm properties of QPEIl nanoparticles, it was
hypothesized that antibiofilm activity of endodontic sealers could be improved with the
inclusion of these nanoparticles, in order to rise the therapeutic efficacy, taking into account
the importance and recognition of the biofilm entity as an etiological agent of endodontic
infections.

The biological behavior of endodontic sealers with QPEI nanoparticles was evaluated as well.
The results suggest that the incorporation of QPEI nanoparticles in the studied endodontic
sealers does not have harmful effects on bone cells, when compared to the same materials

in its commercial formula.

QPEI nanoparticles, besides enhancing the antibacterial and antibiofilm activity of endodontic
sealers against E. faecalis, are relatively simple to synthesize and affordable, along with the
fact that they are biocompatible with bone cells. The extrapolation of this study for clinical
practice may represent an important step in the control of primary and secondary/persistent
infections, which are related to the failure of endodontic treatment. Additionally, QPEI
nanoparticles may be useful in the context of other clinical infectious, common in the oral
cavity. This application will certainly have repercussions in terms of prevention of persistent
endodontic infections and/or outcome of apical periodontitis.



ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho investiga e caracteriza a possibilidade de potenciacdo do efeito
antibacteriano e antibiofilme dos cimentos endodénticos, pelaincorporacio de nanoparticulas
de amonia quaternaria de polietilenoimina (QPEI), avaliando também as propriedades fisico-
quimicas, mecanicas e biolégicas dos cimentos em estudo.

Esta tese é composta por 8 capitulos. O capitulo 1, consiste numa breve introducé&o sobre o
tema e esta organizado em subtemas: sucesso do tratamento endododntico, consideragdes

microbioldgicas, cimentos endododnticos e nanotecnologia.

O capitulo 2 apresenta os objetivos gerais e especificos dos estudos realizados.

Os capitulos 3, 4 e 5 descrevem a parte experimental do trabalho. Cada capitulo é preparado
com uma compilacdo da componente experimental, dos resultados obtidos e da discussao
dos mesmos, que deram origem a trabalhos ja publicados € aceites como artigos em revistas
cientificas internacionais, bem como a posters ou comunicacées orais em conferéncias

nacionais e internacionais.

No capitulo 3, o objetivo foi determinar a atividade antimicrobiana do polimero de
polietilenoimina (PEI) contra células plancténicas e biofilmes de bactérias e fungos
implicados em infecbes endodobnticas. Os efeitos antibiofilme e antimicrobiano do PEI foram
determinados contra varios microrganismos: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans, segundo protocolos de referéncia. O mecanismo de
acao do PEI foi ainda esclarecido recorrendo a citometria de fluxo.

No capitulo 4, confirmada a forte atividade antimicrobiana da solug¢do de PEl mas
associado a uma relativa citotoxicidade, o autor propds-se a realizar o estudo da atividade
antimicrobiana e antibiofilme de nanoparticulas de amoénia quaternaria de polietilenoimina

(QPEI). A sintese e caracterizac&o das nanoparticulas de QPEI sdo também descritas neste

XXV



XXV1

capitulo. Foram avaliadas as propriedades antibacterianas, fisico-quimicas e mecanicas de
cimentos endodoénticos contendo nanoparticulas de QPEI. Os cimentos testados foram o
AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e o Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr
ltalia Srl, Salerno, Italia), férmula comercial ou contendo 1 % ou 2 % (m/m) QPEI. A atividade
antibacteriana foi avaliada utilizando um teste de contacto direto (DCT) contra Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e duas estirpes clinicas. Os testes fisico-quimicos € mecanicos foram
conduzidos de acordo com a Norma ISO 6876. Também foi avaliada a atividade antibiofilme
dos dois cimentos endodoénticos (AH Plus e Pulp Canal Sealer EWT) com 2 % m/m de
nanoparticulas de QPEI, contra os biofilmes de Enterococcus faecalis ATCC 29212 e uma
estirpe clinica.

No capitulo 5, o objetivo foi avaliar a atividade bioldgica dos cimentos selecionados, com
e sem incorporacdo de nanoparticulas de QPEI, usando células osteobléasticas e células
osteoclasticas da medula 6¢ssea humana. A citotoxicidade dos dois cimentos endoddnticos
(AH Plus e Pulp Canal Sealer EWNT) com 2 % m/m de nanoparticulas de QPEI, foi determinada
pela obtencao de extratos de cimentos de acordo com a Norma ISO 109993-5.

O capitulo 6 destatese apresenta as conclusfes gerais dainvestigacao realizada, destacando
0S aspetos mais importantes.

O capitulo 7 expde perspetivas futuras sobre o tema de tese apresentado.

O dltimo capitulo, capitulo 8, corresponde a compilagcao das publicacdes nacionais e
internacionais que resultaram dos trabalhos realizados no d&mbito da investigagdo desta
tese.

A parte experimental deste trabalho foi realizado no Servico e Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (FMUP), no Departamento de Metalurgia e
Materiais da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto (FEUP), no Laboratério de
Microbiologia do Programa de Pés-Graduacao em Odontologia da Universidade Estacio de
Sa do Rio de Janeiro (UNESA) e no Laboratério do Metabolismo e Regeneracéo Ossea da
Faculdade de Medicina Dentéria da Universidade do Porto (FMDUP).
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ENQUADRAMENTO

A Endodontia é uma area da Medicina Dentaria que desempenha um papel essencial na
promocao da saude oral e que pode também contribuir para a salde sistémica, pela reducéo
da carga microbiana oral infeciosa. Primariamente, a Endodontia dedica-se a prevencéao e
tratamento da periodontite apical, uma doenca inflamatéria de etiologia infeciosa que pode
apresentar diferentes manifestacdes clinicas. A periodontite apical, tal como a cérie e a
doenca periodontal, é das doencas orais que mais frequentemente afeta os seres humanos.

Atualmente, o tratamento endoddntico tem um grande impacto na pratica clinica diaria do
médico dentista, pela crescente importancia atribuida a preservacédo dos dentes. Se por
um lado o médico dentista deve conhecer e acompanhar os avancos cientificos da area,
afim de proporcionar o melhor tratamento possivel, o paciente informado € mais exigente
guanto a qualidade e durabilidade dos seus tratamentos. Ao longo dos anos, a utilizacao de
materiais inovadores tornou-se essencial na medida em que a investigacdo médica explora
novas fronteiras cientificas e diferentes aplicacdes para tratar e preservar os dentes. Este
conhecimento continuo é necessario para o desenvolvimento de novas técnicas e materiais.

A confirmacdo de que 0s microrganismos € 0s seus produtos exercem um papel decisivo
na patogénese e na perpetuacdo das lesGes perirradiculares confere ao tratamento
endododntico uma intervencéo clinica de extrema importancia. Este, deve ser pautado por
procedimentos criteriosos e baseados em evidéncias cientificas, com o objetivo maximo
de eliminar eficazmente todos 0s microrganismos do sistema de canais radiculares.
O tratamento endodobntico envolve assim um esforco consideravel na prevencado da
contaminacéo do sistema de canais radiculares e na eliminacao, ou pelo menos reducéo,
dos microrganismos para um ndmero compativel com a cura dos tecidos perirradiculares.
Desta forma, para evitar a reinfecdo do sistema de canais radiculares, € necessario que
a obturacdo, nomeadamente o cimento endoddntico, cumpra determinados requisitos. A
necessidade de apresentar efeitos bactericidas e antibiofilme, ou pelo menos promover

um ambiente desfavoravel ao crescimento bacteriano, € uma caracteristica de extrema

33



34

importancia. Muitos investigadores dedicaram-se a analise da atividade antimicrobiana
de varios cimentos de obturacdo constatando que estes materiais apresentam reduzida
capacidade antimicrobiana. A variacdo dos resultados obtidos, dependentes do método
de avaliacéo de atividade antimicrobiana e do tempo de endurecimento dos materiais, € de
conhecimento generalizado.

A nanotecnologia é um campo extremamente promissor de criacdo de novas aplicacoes
na area da saude. Considerando a possibilidade de aumentar a eficacia terapéutica dos
cimentos obturadores através daincorporacao de nanoparticulas, aliada aos poucos estudos
de investigacéo nesta area de conhecimento, parece relevante a realizac&do de estudos que
se direcionem neste sentido. O avanco cientifico e a compreensédo da microbiologia das
infecdes endoddnticas e da resposta do hospedeiro é a base para estabelecer protocolos
de tratamento baseados em evidéncias cientificas que oferecam um resultado previsivel,
sinbnimo de sucesso do tratamento endodéntico.
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1.1. SUCESSO DO TRATAMENTO ENDODONTICO

O tratamento endodontico tem como objetivo principal prevenir a periodontite apical ou trata-la,
quando presente. A observagio de sinais e¢/ou sintomas de periodontite apical em dentes tratados
endodonticamente pode ser consequéncia de uma infe¢io que se desenvolveu pds tratamento
ou que persistiu ap0ds a realizacio do mesmo ou ainda, que depois de ter desaparecido surgiu de

novo, situac¢ao designada por infecio recorrente.

Geralmente, quando os procedimentos de tratamento nio alcancam padrdes recomendados no
que se refere a prevencio e controle da infecio endoddntica define-se por insucesso do tratamento
endodontico. O insucesso do tratamento endodontico tem sido particularmente relacionado com
erros cometidos durante a intervencao clinica, que podem conduzir a uma limpeza, desinfecio,
conformacio e/ou obturacido incompleta ou insuficiente do sistema de canais radiculares (1, 2).
A ocorréncia de acidentes como fratura de instrumentos, forma¢io de degraus e perfuracdes,
desvio apical, sobreobturacio ou subobturacio poderio nio colocar em risco o resultado do
tratamento endodontico se nio estiverem associados, concomitantemente, a presen¢a de infecio

endodontica (3).

O estabelecimento das taxas de sucesso e insucesso da terapéutica endodontica deve considerar
critérios clinicos e radiograficos, bem como o tempo de acompanhamento do caso clinico. O
periodo minimo de 1 ano de follow-up do tratamento endodontico deve ser considerado (4).
De acordo com a Sociedade Europeia de Endodontia (5) os seguintes parametros clinicos sio
indicativos de sucesso do tratamento endodontico: auséncia de dor, tumefacio e outros sintomas,
auséncia de trajeto fistuloso, dente funcional na arcada dentaria e evidéncia radioldgica de uma
normalidade do espago do ligamento periodontal em torno da raiz. Na presenca de uma imagem
. , - . N , : e
radiografica, compativel com lesio de origem endodontica, que mantém as dimensdes iniciais
ou apenas sofre uma pequena diminui¢cdo de tamanho, o resultado é considerado incerto. Nesta
situacdo, é aconselhavel avaliar a lesio até que esta seja resolvida ou por um periodo minimo
de 4 anos. Se a lesdo persistir apos este tempo, considera-se associada a uma infe¢io persistente
(5). A simples diminui¢io da lesio de periodontite apical, nio é por isso sindbnimo de sucesso
o . s N : :
mas apenas significa uma diminui¢io da infe¢io endodontica, eventualmente insuficiente para
niveis compativeis com a cura dos tecidos perirradiculares (6). Um prognoéstico previsivelmente

favoravel pode ser revertido se ocorrer infe¢io ou reinfecio (7).

Casos clinicos aparentemente bem realizados que incorreram em fracasso tém sido associados,

na maioria dos casos, a fatores microbianos. Fatores como a existéncia de intera¢cdes microbianas,
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a expressio de fatores de viruléncia em namero suficiente para causar lesio perirradicular, a
localizacio estratégica dos microrganismos no canal radicular, o microambiente endodontico
favoravel a expressio dos genes de viruléncia, as defesas do hospedeiro que, a0 mesmo tempo que
tentam conter a infe¢io também conduzem ao dano tecidual associado a lesio perirradicular,

contribuem e favorecem a persisténcia e/ou recorréncia de microrganismos (6, 8).

Fatores nao microbianos podem também ser considerados como causa de insucesso do tratamento
endodontico (2). Entende-se por fatores nio microbianos a reacio de corpo estranho, que
pode induzir ou perpetuar uma lesio periapical apds o tratamento endoddntico, decorrente
da extrusio para os tecidos perirradiculares de material obturador ou da celulose, proveniente
dos cones de papel, entre outros (fatores extrinsecos), bem como a presenca de epitélio de um
quisto verdadeiro ou a presenca de cristais de colesterol (fatores intrinsecos) (9). A literatura
sugere ainda que, algumas variacdes individuais relacionadas com alteracdes sistémicas podem
afetar o sistema imunologico do paciente e influenciar a resposta do hospedeiro a infecio, fatores
designados por modificadores de doenga. O polimorfismo genético, o tabagismo, a diabetes
mellitus, a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana, sio exemplo de fatores modificadores

de doenca, relacionados com o hospedeiro (10-12).

Importa ainda referir que os indices de sucesso e insucesso da terapia endoddntica estio relacionados
com condi¢Oes predisponentes pré-operatorias, operatorias e pos-operatorias. Os fatores pré-
operatdrios incluem a idade, sexo, localizagio do dente, presenca ou auséncia de lesdes, tamanho
da lesio, condi¢io pulpar, quadro assintomatico ou sintomatico e condi¢ao periodontal. Os
fatores operatdrios incluem o comprimento de trabalho, a qualidade da desinfecio e preparagio
quimico-mecania e a qualidade da obturacio. O fator pds-operatdrio esta relacionado com
a qualidade do selamento coronario inerente ao tipo de restauracdo efetuada pods-tratamento

endodontico (13-17).

1.2. CONSIDERACOES MICROBIOLOGICAS

Os microrganismos sio o principal fator etioldgico das lesdes pulpares e periapicais com papel de
extrema relevancia na indug¢io e perpetuacio de processos inflamatérios da polpa e dos tecidos
perirradiculares (18-20). No final do século XIX, 0 primeiro estudo de microbiologia endodontica
realizado por Miller (1984), associou a presenca de microrganismos a etiologia das patologias

pulpares e dos tecidos perirradiculares. Um estudo classico de Kakehashi (1965) confirmou esta
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teoria pela analise histologica de polpas dentarias de ratos convencionais e germ-free, expostas ao
meio oral. A polpa dentiria dos ratos convencionais sofreu necrose associada a destruicido Ossea
perirradicular, enquanto nos animais germ-free a polpa apresentou reparacdo pela neoformacio
dentiniria.A presenca ou auséncia de bactérias foi determinante para o desenvolvimento da doenga
pulpar e periapical (19). Até meados da década de 70, perdurou o conceito da predominancia
de bactérias anaerdbias facultativas nas infe¢cdes endodonticas. No entanto, o desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas de cultura de microrganismos anaerobios estritos permitiram que
Sundqvist (1976) contribuisse com novas perspetivas de conhecimento da microbiologia das
infecdes endodonticas. Atualmente, a etiologia das doencgas pulpares e perirradiculares é referida
como polimicrobiana e, além de incluir a presenca de varias espécies bacterianas, também
inclui fungos e archaeas (21, 22). Apesar da lista relativamente longa de bactérias identificadas
nas infe¢des endodonticas, vinte a trinta espécies sio inevitavelmente as mais prevalentes e, por
isso, consideradas como os principais patogéneos endodonticos. De uma forma mais resumida
e generalizada, estas espécies pertencem aos géneros: Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,

Treponema, Tannerella, Parvimonas, Pseudoramibacter, Actinomyces, Streptococcus e Enterococcus (23).

A literatura demonstra que a composi¢ao microbiana presente nos canais radiculares dos dentes
infetados pode variar de acordo com o tipo de infe¢io, a presenca de sintomatologia, a localiza¢io
no canal radicular e com o tipo de populacio de estudo. As infe¢des primarias sio causadas por
microrganismos orais que invadem e colonizam o tecido pulpar necrosado, sendo consideradas a
principal causa etiologica da periodontite apical. Este tipo de infe¢des é caracterizado por uma
comunidade microbiana mista,composta por dez a vinte espécies e uma carga bacteriana de 10°a 10®
células, por canal. As bactérias anaerdbias estritas sao as mais prevalentes, com maior frequéncia os
géneros de Gram-negativo: Tannerella, Treponema, Prevotella, Dialister, Porphyromonas, Fusobacterium,
Campylobacter e Veillonella, e de Gram-positivo os géneros Parvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter,
Olsonella, Actinomyces, Peptostreptococcus, Streptococcus, Propionibacterium e Eubacterium (21, 22, 24).
As infe¢des secundarias sdo causadas pela introdu¢do de microrganismos no sistema de canais
radiculares mediante a intervencio clinica, ou seja, durante ou apds o tratamento endoddntico.
As infecdes persistentes ocorrem quando os microrganismos envolvidos nas infe¢des primarias
ou secundarias, de alguma forma, resistiram aos procedimentos do tratamento endodontico.
Clinicamente, as infecdes persistentes e secundarias sio responsaveis por diversas complicagdes
que incluem a persisténcia de sintomas, a ocorréncia de flare-ups e o insucesso do tratamento
endodontico. Complicagdes infeciosas resultantes do tratamento endodontico de dentes com
polpa viva ou sem rarefacdo periapical prévia, sio exemplos de infe¢des secundarias (7). Nas
infecdes secundarias/persistentes a carga bacteriana é de 10% a 10° por canal e o nimero de

espécies varia de um a cinco. Contudo, se associado a um tratamento inadequado, pode variar de
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duas a trinta. Estd descrita a predominancia de bactérias anaerdbias facultativas dos géneros de
Gram-positivo: Enterococcus, Streptococcus, Pseudoramibacter, Propionibacterium, Filifactor e Actinomyces
(25-27). No entanto, importa referir que a distin¢do entre as infe¢des secundarias/persistentes,

relevante em termos tedricos, ndo € possivel aplicar na maioria das situa¢cdes clinicas.

A espécie Enterococcus faecalis é a mais comumente isolada em dentes com infecio endodontica
secundaria ou persistente, estando particularmente associada aos casos de insucesso do tratamento
endodontico (28, 29). A capacidade de sobrevivéncia do microrganismo Enterococcus faecalis, em
condicoes ambientais adversas, esta relacionada com varias caracteristicas e fatores de viruléncia
(30). Este microrganismo ¢é capaz de penetrar e colonizar os tubulos dentinarios com formacio de
biofilmes, os quais lhe permitem sobreviver a acdo dos instrumentos, irrigantes ¢ medicamentos
utilizados durante o tratamento endodontico. A capacidade de resistir a elevados valores de pH
mediados pelo hidréxido de cilcio, usado como medicacio intracanal, foi descrita (31).Além disso,
o microrganismo E. faecalis tem a capacidade de entrar num estado viavel mas nio cultivavel, por
um mecanismo de sobrevivéncia adotado quando exposto a condi¢des ambientais desfavoraveis.
Nestas condi¢des, apesar da incapacidade de crescer, estas bactérias mantém a sua viabilidade
e patogenicidade, possuindo a capacidade de recoloniza¢io quando as condi¢des ideais sio
retomadas (7). A aptidio para causar monoinfe¢io e sobreviver a longos periodos de privagio
nutricional, sem depender de nutrientes derivados do metabolismo de outras bactérias, é outra
caracteristica do E. faecalis (32). Todas estas propriedades ajudam a explicar a elevada prevaléncia

deste microrganismo nos casos de insucesso endodontico.

1.2.1. BIOFILMES

Os biofilmes representam uma estratégia de sobrevivencia dos microrganismos a ambientes
extremos. Este termo designa complexos ecossistemas microbianos constituidos por aglomerados
de varios microrganismos com mecanismos adaptativos eficientes e ajustados a um ambiente
adverso e a novas circunstancias bioldgicas, formando comunidades estruturadas, coordenadas
e funcionais. A formacio de biofilme é um processo complexo e coordenado que ocorre
de acordo com as condi¢des ambientais e envolve multiplas vias de sinalizacdo de bactérias,
incluindo a comunicag¢io intercelular entre as comunidades bacterianas, processo designado por
quorum sensing. Mas também envolve respostas a sinais quimicos e nutricionais e a formacio de
uma matriz extracelular, formada por hidratos de carbono, proteinas e outras macromoléculas
(33). Estas comunidades de microrganismos formam-se sobre uma superficie ou interface e sao

incorporadas numa matriz polimérica comum que proporciona prote¢io a uma variedade de

AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS E IMUNOLOGICAS DE UM Novo GIMENTO ENDODONTICO



introdugao

condicdes agressivas ou tensdes ambientais (34). Nos biofilmes, a populacio bacteriana representa
cerca de 10-15 % da massa total do biofilme e a matriz extracelular, 85-90 % (23). A estrutura
do biofilme proporciona uma cooperacio nutricional e metabdlica entre células residentes
da mesma ou de diferentes espécies (35). Por estas razdes, as bactérias presentes em biofilmes
exibem um aumento de resisténcia a uma vasta gama de agentes antimicrobianos ou defesas
do hospedeiro, em comparacdo com as suas homodlogas em estado planctonico (36, 37). Outra
caracteristica importante dos biofilmes é a transcri¢io de genes que pode alterar fenotipos e
promover determinadas capacidades de viruléncia e de subsisténcia. A resposta e adaptacio as
alteracdes das condi¢des ambientais depende da natureza do substrato e dos microrganismos
envolvidos (38). De uma forma geral, a formac¢io de biofilmes é uma estratégia importante usada

por um grande niimero de microrganismos.

A terapéutica de patologias infeciosas causadas por biofilmes deve ser encarada de uma forma
diferenciada. De acordo com Lewis (2001), trés fatores podem ser considerados para explicar
a resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos: a dificuldade de penetra¢io no interior das
comunidades microbianas, a caracteristica de crescimento lento apresentado por algumas células
presentes no biofilme e ainda a expressio de alguns genes biofilme-especificos (39). A matriz
polimérica restringe a penetracio de substancias antimicrobianas pela barreira de difusio e pela
carga negativa. Esta propriedade podera fornecer resisténcia efetiva as células em comunidades
perante grandes moléculas como as do sistema complemento, proteinas antimicrobianas e
moléculas positivamente carregadas, como as de certos agentes antimicrobianos. O crescimento
lento carateristico das células do biofilme dificulta a acdo dos agentes antimicrobianos, os quais
sio geralmente mais efetivos sobre células em crescimento (40). Por exemplo, os beta-lactamicos
sO exercem a sua funcio sobre células em crescimento; outros, como os aminoglicosideos e
fluoroquinolonas podem atuar sobre células que nio estio em fase de crescimento, mas sio
evidentemente mais efetivos em células em crescimento exponencial. Além disso, a diferente
expressio génica de algumas células presentes nos biofilmes confere vantagens metabdlicas,

adaptativas e de defesa que protegem este complexo ecossistema.

Os microrganismos do biofilme presente no sistema dos canais radiculares estio protegidos
dos mecanismos de defesa do hospedeiro, assim como da acdo de antimicrobianos sistémicos
devido a auséncia de circulacido sanguinea, ji que se encontram num espaco avascular (41).
O reconhecimento do biofilme como o principal modo de estabelecimento de bactérias nos
canais radiculares refor¢a ainda mais a dificuldade atual de combate as infe¢des endoddnticas, seja
pelo tratamento endoddntico convencional, seja pela falta de eficicia dos antibidticos sistémicos

contra estas infecoes (42).
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1.2.2. BIOFILMES E PERIODONTITE APICAL

Atualmente, a periodontite apical é considerada uma doencga causada por biofilmes bacterianos.
Enquanto as bactérias, presentes na forma plancténica no canal principal, sio mais facilmente
eliminadas pela a¢do dos instrumentos e substancias utilizadas durante o tratamento endodontico,
os biofilmes aderidos as paredes dos canais radiculares ou nos istmos, canais laterais e
tabulos dentinarios sio definitivamente mais dificeis de eliminar. Os tabulos dentinarios sio
frequentemente invadidos pelas bactérias presentes nos biofilmes que revestem a parede do canal.
A infec¢do dos tabulos dentinarios ocorre em cerca de 70-80 % dos dentes que evidenciam lesoes
de periodontite apical, uma vez que o diametro dos tibulos dentinarios ¢ suficientemente amplo
para permitir a penetragio da maioria dos microrganismos endodonticos (23). Um processo
infecioso de longa duragio permite que as bactérias tenham tempo e condigdes de adaptagio
ao meio para o desenvolvimento de comunidades em forma de biofilme. Os biofilmes sdo mais

frequentes em dentes associados a grandes lesoes periapicais (> 10 mm diametro) (23).

O biofilme endodontico pode ser dividido nas seguintes categorias (35): biofilme intrarradicular,
biofilme extrarradicular, biofilmes periapicais e infe¢cdes centradas nos biomateriais. Os biofilmes
microbianos formados na dentina radicular sio designados por biofilme intrarradicular. A primeira
vez que foi descrita uma estrutura similar a biofilme em Endodontia foi em 1987, por Nair (43).
O autor descreveu uma massa de bactérias, em forma de aglomerado, com a presenca de material
amorfo nos espagos interbacterianos, em dentes associados com periodontite apical. Segundo
Ricucci & Siqueira (2010), foram descritos biofilmes intrarradiculares em 77 % dos segmentos
apicais de dentes com periodontite apical observados, especificamente, 80 % em canais nio
tratados e 74 % em canais tratados (44). Os biofilmes intrarradiculares normalmente sio finos mas
constituidos por varias camadas de células, apresentando uma proporg¢io variavel entre as células
bacterianas/populagdes bacterianas e a matriz extracelular, diferindo morfologicamente de
individuo para individuo. Em algumas localiza¢des o biofilme pode nio ter espessura consistente
mas apresenta uma camada uniforme, enquanto que noutros casos, forma uma massa densa que

ocupa totalmente o limen do canal (23).

Os biofilmes formados na superficie externa radicular de dentes com periodontite apical
assintomatica ou associada a lesdes refratirias ao tratamento endodontico convencional sio
designados por biofilme extrarradicular. No entanto, segundo Ricucci & Siqueira (2010), as
infe¢des extrarradiculares na forma de biofilmes sio pouco comuns e usualmente dependem de
infe¢Oes intrarradiculares, sendo mais frequentes em dentes com periodontite apical sintomatica

(44).
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Os biofilmes periapicais sio biofilmes que se formam nos tecidos periapicais de dentes com
envolvimento endodontico (45). A maioria dos microrganismos associados a dentes com
periodontite apical estd restrita ao sistema de canais, bem como corresponde maioritariamente a
patogéneos oportunistas sem capacidade de sobrevivéncia aos mecanismos de defesa do hospedeiro
(nos tecidos periapicais). No entanto, bactérias do género Actinomyces e a espécie Propionobacterivim
propionicum presentes neste tipo de biofilmes sio capazes de persistir nos tecidos perapicais.
Assim, mesmo em situacdes de infe¢Oes extrarradiculares independentes, ou seja, pos-resolucio
bem sucedida de infe¢Ses intrarradiculares, este tipo de biofilmes é observado e definido como
Actinomicose apical (ou periapical/perirradicular). O estabelecimento dos microrganismos nos
tecidos periapicais em forma de coldnias, coletivamente resistentes ao processo de fagocitose,

permite a perpetuagio das lesdes periapicais cronicas (23).

A presenca de biomateriais na regido periapical, acessivel ao sistema imunitario do hospedeiro,
aumenta a suscetibilidade de desenvolver biofilmes nas superficies artificiais dos biomateriais, os

quais sdo designados por infe¢des centradas nos biomateriais.

A partir destes aspetos, a no¢ao de biofilme presente no interior dos canais radiculares ou na
superficie externa da raiz tem especial implica¢io na estratégia do tratamento endodontico.
Os esforcos terapéuticos incluindo o tratamento antimicrobiano quimico e mecanico devem
ser reconsiderados uma vez que as comunidades microbianas em biofilme sio extremamente
dificeis de erradicar. Os restos de tecido necrosado que podem permanecer em irregularidades
anatomicas presentes no sistema de canais radiculares (canais laterais, tabulos dentinirios e
espagos entre a parede do canal e o material obturador) representam uma dificuldade acrescida
ao tratamento. Desta forma, e na tentativa de sanificar totalmente o ambiente do sistema de
canais radiculares, mesmo que se realize uma boa preparacio quimico-mecanica com solucdes
de irrigacdo potencialmente eficazes, os microrganismos poderdo permanecer no canal radicular,
numa arquitetura e fun¢des bastante peculiares que os tornam mais resistentes as medidas de

limpeza e desinfecao.

A capacidade de formacio de biofilmes pelo microrganismo E. faecalis ¢ um mecanismo adicional
que permite a estas bactérias resistirem a prepara¢io quimico-mecanica e sobreviver em condi¢des
extremas nos dentes tratados endodonticamente, como discutido previamente. Kishen et al. (46),
investigaram a interacio entre o biofilme de E. faecalis e o substrato de dentina radicular tendo
sugerido diferencas induzidas na estrutura da dentina de acordo com os estadios dos biofilmes. A
natureza persistente de E. faecalis no canal radicular pode estar relacionada com a sua capacidade
de induzir a reprecipitacio de apatite em biofilmes maduros, por um processo mediado por

bactérias. George et al. (47) demonstraram que as diferentes condi¢des de crescimento de E. faecalis

AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS E IMUNOLOGICAS DE UM Novo GIMENTO ENDODONTICO

43



44

introdugao

afetam as propriedades fisico-quimicas e ultraestruturais do biofilme formado e a capacidade de
penetragio nos tubulos dentinarios. Também foram descritas diferencas na capacidade de formacio
de biofilmes de E. faecalis de acordo com a origem das estirpes. Segundo os investigadores (48) as
estirpes de E. faecalis de origem endodontica tém uma menor capacidade de formar biofilmes do
que as estirpes orais e estirpes associadas a outras infecoes humanas. No entanto, um outro estudo
demonstrou uma grande quantidade de forma¢io de biofilme a partir de estirpes de origem
endododntica (49). Sem davida, o E. faecalis apresenta diferentes capacidades de viruléncia entre

as varias estirpes da espécie (50).

Os biofilmes de E. faecalis,em particular, tém atraido aten¢io porque sendo um dos microrganismos
mais frequentemente associado com a doenca pos-tratamento endoddntico, é também relevante
o seu papel sob a forma de biofilme. A maioria dos estudos sobre a atividade antimicrobiana em
Endodontia, tem incidido sobre a atividade antimicrobiana dos materiais endoddnticos contra
bactérias sob a forma planctdnica, o que em geral, ndo representa as condi¢coes de crescimento in
vivo. Recentemente varios investigadores tém introduzido modelos de biofilme para realizar estes
testes (51-54). No entanto, é importante considerar que a atividade dos materiais sobre biofilmes
cultivados em condi¢des laboratoriais sera previsivelmente superior do que sobre biofilmes naturais
(in vivo). Os biofilmes sio mais susceptiveis ao contacto direto com os agentes antimicrobianos in
vitro do que no complexo sistema de canais radiculares (55). O desenvolvimento de modelos de
biofilme in vitro, o mais semelhante possivel as condi¢des clinicas, ¢ uma necessidade reconhecida
porque s6 assim a extrapolacio dos resultados poderd ser mais previsivel. Atualmente, estio
descritos varios modelos experimentais de formac¢io de biofilme que envolvem o sistema de
células de fluxo, membranas de nitrato de celulose, utilizacio de dentes humanos infetados in
vivo e ex vivo, utilizacio de dentes de caes in vivo e de bovino ex vivo infetados (45). No entanto,
o numero validado de modelos experimentais de biofilmes associado a estudos de estratégias

antimicrobianas é limitado.

Embora tenham sido investigadas potenciais solu¢des irrigantes e substancias a serem usadas
como medicacio intracanal, com a¢do antibiofilme (51, 52, 56), esta propriedade em cimentos
endodonticos nio tem sido estudada extensivamente. Recentemente, um estudo avaliou a
atividade antibiofilme de diferentes cimentos endodonticos contra E. faecalis. No entanto, o
método utilizado apenas avaliou o contacto direto do cimento endurecido com o biofilme, o
que torna dificil extrapolar os resultados para a pratica clinica onde o primeiro contacto ocorre
com os cimentos de obturagio ainda frescos (57). Com o objetivo de melhor reproduzir as
condicdes clinicas, outro estudo investigou a atividade antibacteriana e a eficacia antibiofilme

de diferentes nanoparticulas catidnicas (nanoparticulas de 6xido de zinco, nanoparticulas de
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quitosano, mistura de 6xido de zinco e nanoparticulas de quitosano) isoladas e incorporadas num
cimento endodontico, a base de dxido de zinco e eugenol, tanto por contacto direto como por
contacto indireto, mediante a interposi¢io de uma membrana de restricio (58). Além do estudo
de algumas propriedades fisicas do cimento incorporado com as nanoparticulas, foi avaliada a
capacidade de adesio bacteriana em dentina radicular tratada com estas nanoparticulas, ou seja,
foi estuda a eficacia antibiofilme pela prevencio da adesio bacteriana. Este estudo demonstrou
que a incorporac¢io de nanoparticulas nio alterou a fluidez caracteristica do cimento e melhorou
as propriedades antibacterianas. Os resultados demonstraram ainda que houve uma redug¢io
significativa na adesio de E. faecalis nos espécimes de dentina tratada com nanoparticulas (p <
0,05), o que levou os autores a destacarem o potencial das nanoparticulas na desinfecdo dos canais

radiculares.

O conceito de biofilme endodontico como unidade de patogenicidade para a periodontite apical
¢ muito importante para a melhor compreensio dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana e,

20 mesmo tempo, para abrir novas perspetivas para o tratamento endodontico.

1.3. CIMENTOS ENDODONTICOS

O sucesso do tratamento endodontico requer uma obtura¢io hermética com o miximo de
impermeabilizacio e o minimo de agressio aos tecidos vivos perirradiculares. A obtura¢io
definitiva do sistema de canais radiculares deverd eliminar os espacos vazios perpetuando a
desinfecdo obtida apds a preparacio quimico-mecanica e reduzindo os riscos potenciais de
reinfec¢do. Deve ser tridimensional promovendo um selamento eficaz, coronal e apical, do sistema
de canais radiculares. A obturacio desempenha um papel essencial na manuten¢io da assepsia,
obtida nas etapas anteriores do tratamento, no controle da reinfecio, preenchendo fisicamente
o espa¢o radicular, e promovendo atividade antimicrobiana pelos seus constituintes. Devido a
complexidade do sistema de canais radiculares existe uma dificuldade acrescida em eliminar
0s MiCrorganismos que permanecem nos canais, tibulos dentinarios, superficie apical radicular
externa e no peridodonto apical, mesmo depois de preconizados todos os procedimentos

considerados ideais para um tratamento endodontico de sucesso.

A prepara¢do quimico-mecanica do tratamento endodontico compreende a utilizacdo simultanea
de instrumentos endodonticos e substancias quimicas como solugdes irrigadoras. A acio mecanica

realizada pela instrumentacdo e pelo fluxo e refluxo da solucdo irrigadora apresenta uma fun¢io
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de destaque na elimina¢io da infecio instalada no sistema de canais radiculares, pois reduz
significativamente o namero de microrganismos do limen do canal principal. No entanto, a
desinfecdo e eliminag¢io total de microrganismos somente com a a¢io mecanica dos instrumentos
nao é observada.A utilizagio de substancias quimicas com elevada atividade antimicrobiana como
solu¢des irrigadoras, medicacio intracanal e cimentos endodonticos é essencial. De acordo com
Mickel et al. (59) os objetivos do selamento do sistema de canais radiculares sio os seguintes:
prevenir que o exsudado periapical se difunda para os espacos vazios do canal, o que poderia
significar aporte nutricional para as bactérias persistentes; evitar a infiltracdo e recoloniza¢io
bacteriana; e prevenir que as bactérias residuais tenham acesso aos tecidos periapicais, ou seja,

isolar os microrganismos remanescentes (60).

A técnica classica de obturacao associa um cimento endoddntico com um material central s6lido
que funciona como um ntcleo. O material mais utilizado é a guta-percha mas também o Resilon
e os cones de guta-percha revestidos por outros materiais sao usados como ntcleos. O material
de guta-percha pode apresentar diversas formas: cones (padronizados e auxiliares), guta-percha
injetavel (bastdes) e sistemas transportadores de guta-percha (i.e. sistema Thermafil (Dentsply
DeTrey, Konstanz, Alemanha) ou sistema Softcore (CMS Dental, Copenhaga, Dinamarca)). Os
cones de guta-percha sio o material mais popular e estio disponiveis em diferentes tamanhos
e conicidades. O Resilon é uma resina sintética a base de um polimero de policaprolactona
desenvolvido e introduzido na Endodontia baseado nos mesmos principios de adesio da
Dentisteria. Este material também esta disponivel sob a forma de cones principais e cones auxiliares
e em forma de bastdes para o emprego de técnicas de injecio de material termoplastificado. As
suas propriedades de manuseamento sio semelhantes as de guta-percha, podendo ser usado em
qualquer técnica de obturag¢do. Pode ser utilizado com Ephiphany, (Pentron Technologies Inc.,
Wallingford, Connecticut, EUA) um novo cimento de resina que, na tentativa de formar uma
ligacdo adesiva na interface do material do niacleo (Resilon), parede do canal e cimento, cria
uma ligacdo que ¢é designada de “monobloco”. Sendo um sistema a base de resina é compativel
com as atuais técnicas restauradoras em que os nucleos e espigdes sio colocados com sistemas
resinosos de adesio. Os cones de guta-percha revestidos foram desenvolvidos segundo o mesmo
principio basico do Resilon (uma ligacio entre a parede de dentina do canal, o nucleo do
material e o cimento). Atualmente estio disponiveis duas versdes de revestimento dos cones
de guta-percha: revestimento com resina (Ultradent, South Jordan, Utah, EUA) que utiliza em
conjunto o cimento EndoREZ (Ultradent) e revestimento com iondémero de vidro (Brasseler
EUA, Savannah, Geoérgia, EUA) que utiliza o cimento de iondémero de vidro Active GP Plus

(Brasseler).
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Os cimentos de obturacio devem preencher os espacos vazios entre o material de ntcleo e as

paredes dentinarias dos canais radiculares. Uma vez que, fisicamente, os materiais que funcionam

como nucleo sio incapazes de preencher e obturar todas as irregularidades dos canais e,
. . ~ N . . A - A

quimicamente nao aderem a dentina, os cimentos endodonticos tém um papel fundamental na

obturagio.

Como referido, durante todas as fases do tratamento endodontico procura-se eliminar eventuais
falhas da cadeia asséptica e da capacidade de erradicar os microrganismos dos canais radiculares. A
escolha de um cimento endodontico com substancial atividade antimicrobiana pode ter capacidade
de reduzir a contagem de microrganismos remanescentes, particularmente, em casos de necrose
pulpar e periodontite apical. Grossman (61) enumerou varios requisitos e caracteristicas de um
cimento endoddntico ideal entre eles, apresentar efeito antimicrobiano, promover um selamento
hermético e ser biocompativel. Caracteristicas como promover uma boa adesio entre o material
e a parede do canal, facilidade de manipulacio e de remocio do canal radicular, radiopacidade e
nio provocar a alteracio de cor do elemento dentario, também sio preconizadas. Os cimentos
s10 necessarios para facilitar a introducdo dos nicleos (cones) no canal, reduzir a interface cones/
paredes do canal e cone principal/cones acessorios (técnica de condensacio lateral) e preencher

irregularidades que nio sio preenchidas pelos ntcleos.

Atualmente, nio existem cimentos que satisfacam todos os critérios nem técnicas que garantam
o selamento adequado de todo o sistema canalar. A grande variedade de cimentos de obtura¢io
disponiveis no mercado é sindénima do reconhecimento da inexisténcia de um material ideal.
Varios estudos documentam a avaliacio da eficacia de diferentes cimentos contra os varios
microrganismos da popula¢io microbiana oral e os resultados demonstram a falta de validagio
dos protocolos, uma vez que a metodologia utilizada varia nos diferentes estudos, o que leva a
obten¢io de resultados ambiguos (62-65). A necessidade de uma maior investiga¢io, no sentido
da padronizagio dos métodos de avaliacio da atividade antimicrobiana dos cimentos, é uma
realidade. Também a biocompatibilidade é uma propriedade essencial nos cimentos endodonticos
e a sua avaliacio apresenta, de igual modo, dificuldades na interpretacio e comparacio de
resultados obtidos nos diferentes estudos. A selecio de um cimento de obturagio mais adequado
nio ¢ facil pela quantidade de resultados das inimeras investiga¢des de avaliacio antimicrobiana,
biocompatibilidade e capacidade de selamento. Além disso, outros fatores devem influenciar a
selecio do material como: o diagnéstico da patologia pulpar e perirradicular, a dimensio da
constri¢ao apical, a facilidade de manipulacio, a facilidade da sua remog¢io dos canais radiculares,

o custo associado e, ainda, a percecio individual de cada profissional.

Os cimentos endodonticos sdo classificados de acordo com a sua constituicdo em cimentos a
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base de oxido de zinco-eugenol, de resinas, de hidréxido de cilcio, de silicone, de ionémero de
vidro e de agregado tridxido mineral (MTA). De acordo com esta classificacdo, o mecanismo de
a¢io antimicrobiana também difere (66-69). Os cimentos mais utilizados na pratica clinica e com
um maior namero de estudos disponiveis na literatura sio os cimentos a base de 6xido de zinco-
eugenol, quer seja na sua composicao mais basica pelo pd de dxido de zinco e o liquido eugenol,
como nas formula¢des com a adicio de resinas, bario, paraformaldeido, corticoides, etc. Também
os cimentos a base de resina epoxica, principalmente os de série AH, tornaram-se amplamente
utilizados devido ao facto de promoverem uma boa adesio as paredes dos canais radiculares e
nio conterem eugenol, agente com efeitos citotoxicos associados (70) e com interferéncia na
polimerizacao das resinas utilizadas nas reconstruc¢des coronarias (71). Por esta razio, os cimentos
de obturacio utilizados nos estudos que constituem este trabalho pertencem as classificagdes
mencionadas, ou seja, a base de 6xido de zinco-eugenol e a base de resina epdxica. De uma forma

resumida, serdo mencionados alguns aspetos referentes aos cimentos selecionados.

Cimento a Base de Oxido de Zinco-Eugenol

Os cimentos de 6xido de zinco e eugenol foram introduzidos por Grossman em 1958, e desde
entio, a sua formula original tem sofrido alteracdes. A grande vantagem destes cimentos é o
facto de nao sofrerem contracido, preencherem adequadamente todos os espacos, apresentarem
baixo custo, facilidade de manipula¢io e boa radiopacidade. A solubilidade apresentada nos
fluidos tecidulares e alguma toxicidade associada, sio desvantagens atribuidas a estes cimentos. O
endurecimento ou presa do cimento da-se por reacio de acido-base, em que o Oxido de zinco
atua como base e o eugenol como acido, formando um sal quelato de eugenelato de zinco e
agua. O eugenol tem efeito antibacteriano, anestésico, anti-inflamatério e também bactericida,
em concentragdes relativamente altas (102 a 10 mol/L). Os efeitos biologicos do eugenol
variam com a sua concentraciao. Doses elevadas de eugenol inibem o crescimento e a respiragio
celular, provocando a morte celular, além de promoverem alteragcdes vasculares e causarem efeitos
neurotoxicos. No entanto, baixas concentracdes tém propriedades farmacologicas desejaveis,
como acdo anti-inflamatéria e analgésica. Os 10es de zinco também podem inibir o crescimento
bacteriano uma vez que, em concentracdes elevadas, funcionam como inibidores enzimaticos e
interferem no metabolismo bacteriano. Todavia, tanto o eugenol como os ides de zinco podem
ter efeito citotoxico (70). HA ainda outros componentes que podem ser citotoxicos, como a
resina adicionada para aumentar a adesio a dentina, o paraformaldeido para aumentar o efeito
antimicrobiano e mumificante, os germicidas para a ac¢do antisséptica e os corticoides para
inibirem a inflamacio e a dor pds-operatoria. O extravasamento de uma grande quantidade de
cimento para os tecidos perirradiculares permite uma maior difusio de eugenol, o qual pode

interferir negativamente no processo de reparacio tecidual.
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Cimento a Base de Resina Epoxica

Os cimentos a base de resina epdxica surgiram como alternativa aos cimentos existentes no
mercado em fungao das suas caracteristicas como uma boa adesio a estrutura dentaria,longo tempo
de trabalho, facilidade de manipula¢io e boa penetragio em canais laterais. O cimento AH26
foi o primeiro cimento de obtura¢io que surgiu a base de uma resina, sendo uma combinag¢io
macromolecular sintética do grupo das resinas epoxicas, que apresenta na sua formulacdo um po
(6xido de bismuto, prata pulverizada, didxido de titanio e hexametilenotetramina) e uma pasta
(resina éter de bistenol A diglicidil). A partir de entdo, diversas modifica¢des foram realizadas e
deram origem a uma variada gama de cimentos endodonticos a base de resina epdxica, como é
exemplo o cimento AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha). O cimento AH Plus é um
cimento composto por duas pastas, cuja polimerizacio resulta da reacio resina epoxi-amina. Tem
uma composicio quimica complexa, pelo que sio varias as substancias que se podem libertar
durante a reacdo de polimeriza¢io e causar efeito toxico. Segundo a literatura, este cimento
tem efeito antimicrobiano moderado, o que também pode ser causa de alguma toxicidade (72).

Também ¢é reconhecido um longo tempo de trabalho (4 h a 23°C) e de endurecimento (cerca

de 8 h a 37°C) (4).

Nos trabalhos experimentais da presente investigacdo, a avaliacio da atividade antibacteriana e
antibiofilme e das propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos cimentos de obturagio, bem
como a determinagio da biocompatibilidade dos cimentos, utilizou o cimento Pulp Canal
Sealer EWT (PCS) (Kerr Italia Srl, Salerno, Italia), como representante de um cimento a base de
oxido de zinco-eugenol e o cimento AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha), como

representante de um cimento a base de resina epoxica.

1.3.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos cimentos endodonticos € importante para prevenir a contamina¢ao
durante a fase de manipula¢io, completar o efeito antimicrobiano das medidas de desinfecdo do
sistema de canais radiculares e inibir o crescimento de microrganismos que persistam no canal,

apos a preparagio quimico-mecanica.

A maioria dos testes laboratoriais aplicados ao estudo da atividade antimicrobiana dos cimentos
utilizava o Teste de Difusio em Agar (ADT) como método standard, apesar das suas reconhecidas
limitagcdes. Este método de ensaio ndo distingue entre as propriedades bacteriostiticas e

bactericidas dos materiais, sendo um método relativamente pouco sensivel e semi-quantitativo.
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A avalia¢io da atividade antimicrobiana de um cimento mediante este teste ¢ influenciada pela
solubilidade e difusio do material no meio (73, 74). Outras limitacdes do teste devem-se a
auséncia de defini¢io de um meio de cultura adequado, densidade do indculo, viscosidade do
agar, condi¢cdes de armazenamento das placas, tamanho e nimero de espécies por placa, tempo
e temperatura de incubag¢io. Por todas as limita¢des enumeradas, atualmente o método de ADT
nio é recomendado para a avaliacio da atividade antimicrobiana nas investigacdes na area de
Endodontia (75). Cobankara ef al. (76), concluiram que a técnica, o tempo e os materiais de
estudo afetam os resultados dos estudos microbiologicos propondo que, no processo de avaliagio
das propriedades antibacterianas dos cimentos endodonticos, deva ser utilizado mais do que um

método de estudo.

O Teste de Contacto Direto (DCT), introduzido por Weiss ef al. (77), ¢ um método quantitativo
e reprodutivel que resolveu muitas das limitacdes do método ADT. Este teste é amplamente
utilizado para a avaliacio dos efeitos antimicrobianos dos materiais e cimentos endodonticos
porque, supostamente, simula o contacto direto entre o material e os microrganismos em
estudo, independentemente da solubilidade e difusio dos componentes antimicrobianos dos
cimentos (64, 77). Geralmente, os resultados obtidos pelo DCT sio fornecidos pela leitura em
espectrofotdometro. Zhang et al. (78) propos uma alteracio do método para a determinag¢io do
efeito bactericida, para além da avaliacio do efeito bacteriostatico dos materiais. A contagem
de bactérias sobreviventes pode ser calculada por cultura bacteriana pelo método de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), ap6s diferentes periodos de tempo de contacto com o material.
A informagio sobre o efeito bactericida é clinicamente mais pertinente porque as bactérias
residuais, que sdo inibidas pelo agente antimicrobiano, podem crescer novamente quando os
efeitos inibitorios cessam. O fato de nio fornecer nenhuma informacio sobre a acio antibiofilme

dos cimentos de obturacio constitui uma desvantagem deste método (79).

InGmeros estudos de avaliacdo de atividade antimicrobiana, de diferentes cimentos endodonticos,
apresentam diferentes efeitos inibitérios dependendo do tipo de cimentos mas também do
método de avaliacio e dos tempos selecionados. Mediante o teste de avaliacio utilizado, os
resultados controversos obtidos através do ADT e DCT tornam dificil a compara¢io dos materiais.
A maioria dos cimentos endodonticos apresenta uma atividade antibacteriana fraca e de curta
duragdo, que diminui significativamente apds endurecimento dos materiais (72, 73, 80-82). A
atividade antimicrobiana de cada cimento endodontico diminui com o tempo e depende da
suscetibilidade microbiana (83). Considera-se que nenhum cimento de obturagio presente no

mercado inibe por completo o crescimento bacteriano.
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Aos cimentos a base de oOxido de zinco-eugenol é atribuida uma pronunciada atividade
antibacteriana, amplamente descrita na literatura, independentemente dos métodos utilizados
para a sua avaliacdo (72, 76, 83, 84). A maior parte dos efeitos antimicrobianos sio atribuidos ao
eugenol (85), embora o 6xido de zinco e a prata, presentes na composicao do pé do cimento,

também podem contribuir com alguns efeitos.

O cimento AH Plus tem sido continuamente utilizado em estudos comparativos de propriedades
antimicrobianas, fisico-quimicas, mecanicas e bioldgicas de cimentos endoddnticos (86, 87). O
efeito antibacteriano do AH Plus pode estar relacionado com a resina éter de bisfenol A diglicidil
(88). Pizzo et al. (89) utilizou o teste DCT e concluiu que apenas as amostras de AH Plus
recentemente preparadas, ou seja, as amostras “frescas” demonstraram atividade antibacteriana,
enquanto que as amostras de 24 h e 7 dias (apds endurecimento) nio demonstraram efeitos
significativos contra o microrganismo E. faecalis. Resultados semelhantes foram descritos por

outros autores (72, 78).

1.3.2. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANICAS

Com o objetivo de determinar de uma forma sistematizada as propriedades fisicas e tecnoldgicas
dos materiais de obtura¢do, os ensaios para estas avaliacdes foram padronizados por organizagdes
como a American National Standards Institute (ANSI) e a American Dental Association (ADA 2000)

nos EUA e pela International Organization for Standardization (ISO), a nivel mundial.

As propriedades fisico-quimicas influenciam a fluidez apresentada pelos materiais. Esta propriedade
tem um papel importante nos cimentos endodonticos pois esta associada a capacidade do material
penetrar nas irregularidades, istmos e ramificagdes caracteristicas do complexo sistema de canais
radiculares. Siqueira ef al. (73) testaram a fluidez de varios cimentos (Pulp Canal Sealer, Fill Canal,
ThermaSeal, Sealer 26, AH Plus e Sealer Plus) e observaram que os cimentos AH Plus e Pulp
Canal Sealer apresentaram valores significativamente superiores aos restantes. A profundidade e
a densidade de penetragio dos cimentos nos tibulos dentinarios sdo influenciadas pela fluidez
do cimento endoddntico. Mamootil & Messer (90) demonstraram que os cimentos resinosos
(AH26 e EndoREZ) apresentam uma maior capacidade de penetracdo, referente a profundidade
e densidade, quando comparados com o cimento Pulp Canal Sealer EWT. No entanto, se por
um lado a fluidez é importante pelas razdes expostas, por outro lado, um excesso de fluidez pode
levar a um risco aumentado de extravasamento para os tecidos periapicais, comprometendo

eventualmente a cura das lesdes periapicais.
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O tempo de trabalho e o tempo de endurecimento, apresentados por um cimento de obturacio,
sdo essencialmente testes de controlo sobre a estabilidade do material e estio dependentes dos
componentes que fazem parte da sua constituicdo, do tamanho das particulas da fase solida
(pd), da pureza das matérias-primas e das condi¢des do ambiente clinico (humidade relativa
do ar e temperatura) (91). Nio ha um tempo de endurecimento estipulado mas clinicamente
deve de ser longo o suficiente para permitir a sua coloca¢do nos canais radiculares de forma a
realizar uma obtura¢io adequada (92). Ao cimento AH Plus é atribuido um longo tempo de
endurecimento associado a uma conversiao gradual de monémeros em polimeros, devido a uma
polimerizacao lenta do cimento (93, 94). No entanto, o facto dos cimentos antes de tomarem
presa, induzirem geralmente reacoes teciduais adversas, justifica o requisito de que, idealmente, o

tempo de endurecimento nao seja demasiado longo (95).

A avaliacio das carateristicas de solubilidade e alteracdes dimensionais dos cimentos também
permitem determinar a estabilidade dos materiais. A solubilidade corresponde a capacidade dos
materiais endurecidos se dissolverem, durante um periodo de imersio em agua, e é determinada
pela perda de massa verificada (96). Os cimentos de obturacdo devem ser pouco solaveis quando
em contacto com os fluidos teciduais. Por esta razio, os efeitos da exposicio prolongada dos
cimentos nos fluidos devem ser determinados, usando agua para esse fim. Os testes laboratoriais
pretendem simular as condi¢des in vivo, mas os resultados devem ser cuidadosamente interpretados,
pois os materiais sio preparados com areas de superficie muito grandes e expostos diretamente,
e por excesso, a agua (97). No entanto, os valores de solubilidade ideal destes materiais sio
discutiveis. Por um lado, se os cimentos a base de hidroxido de calcio necessitam de ser soltiveis
para atuarem, devido ao seu mecanismo de a¢io, por outro lado, é desejavel que dentro dos canais
nio ocorra qualquer solubilidade dos cimentos endodonticos (4, 95). A dissolu¢io dos materiais
pode irritar os tecidos periapicais e permitir espacos entre as paredes dos canais radiculares e o
material de obtura¢do, o que pode promover a infiltracio bacteriana ao longo do tempo (94). Os
cimentos a base de 6xido de zinco-eugenol sio conhecidos por apresentarem uma solubilidade
consideravel que, segundo alguns autores, pode resultar da continua libertacio de eugenol da
matriz do cimento. Ao cimento AH Plus esta associado uma baixa solubilidade, eventualmente
relacionada com as caracteristicas da matriz resinosa, que pode ser mais resistente a solubilidade (98-
100). Considerando que a determinac¢io das alteracdes dimensionais dos cimentos de obturagio
demonstra, em termos percentuais, as alteracdes de contra¢io ou expansio apds endurecimento,
este teste também ¢é preconizado pelas normas e muitas vezes objetivo de estudo (86,91, 101).Tal
como os valores de solubilidade, as alteracdes dimensionais dos cimentos endodonticos ao longo
do tempo, podem favorecer o aparecimento de espacos nas varias interfaces cimento/parede do
canal, cimento/guta-percha que, consequentemente, viabilizam a proliferacio de microrganismos

remanescentes.
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1.3.3. BIOCOMPATIBILIDADE

A ciéncia dos materiais dentarios engloba um conhecimento e apreciacio de determinados
aspetos biologicos associados com a sele¢io e utilizagio de materiais destinados para o uso na
cavidade oral (85). No passado, a maioria das normas internacionais de avaliacdio dos materiais
dentarios focalizavam a determinacdo das propriedades fisicas e quimicas. Atualmente, a maioria
das normas requerem também testes biologicos. A biocompatibilidade é definida como a
capacidade de um material promover uma resposta apropriada numa aplicacdo especifica, com
o minimo de reacgdes alérgicas, inflamatérias ou tdxicas, quando em contacto com os tecidos
vivos ou fluidos organicos (102). No caso especifico dos cimentos endodonticos ¢ essencial uma
boa compatibilidade tecidular, pois estes materiais podem entrar em contacto direto com as
células 6sseas, especialmente, se ocorrer extrusio para os tecidos periapicais. Ainda que o objetivo
da obturacdo dos canais radiculares seja que o material obturador fique confinado ao interior
dos canais, ha sempre o risco de extravasamento, maior ou menor, conforme as técnicas de
instrumentacio e/ou obtura¢io. Como todos os materiais de obtura¢io tém algum efeito irritante
para os tecidos vivos, nomeadamente para os tecidos periapicais, o contacto direto pode causar
distirbios na normalidade da atividade metabolica 6ssea pelos efeitos causados sobre as células
osteoblasticas e osteoclasticas. Assim, a determinac¢do da biocompatibilidade de um cimento é
extremamente importante porque pode influenciar a resolucio de uma lesdo pré-existente ou,
até mesmo, originar uma rea¢ao inflamatéria num tecido 6sseo saudavel. A resposta tecidual aos
diferentes tipos de cimentos de obturagio varia consideravelmente de acordo com: a quantidade
de cimento presente, a area de contacto entre o material e os tecidos, a interagdo entre a dentina
e os produtos libertados pelos cimentos e a quantidade e velocidade de absor¢io das substancias
libertas (103-105). Embora a maioria dos cimentos apresente niveis variados de citotoxicidade
antes de tomarem presa, normalmente, perdem esta caracteristica ap6s endurecimento. Importa
saber que a biocompatibilidade de um cimento endodontico depende diretamente dos seus

componentes, do tempo de endurecimento e da solubilidade que apresenta (4).

O comportamento biologico dos cimentos e dos seus componentes com capacidade de difusdo,
deve ser estudado criteriosamente para averiguar a viabilidade do uso de cimentos in vivo (106).
Ao longo dos anos, a biocompatibilidade dos cimentos endodonticos foi estudada in vitro e in
vivo (107-111). A remodelacio Ossea requer a regulacio coordenada da atividade dos osteoclastos
e dos osteoblastos, pelo que a anilise da proliferacio e diferenciagio das células osteoblasticas
e a diferenciacdo e a atividade das células osteoclasticas devem de ser objetivos de estudo nas
investigacoes destinadas a avaliar a biocompatibilidade destes materiais. Apesar de inimeros

estudos terem avaliado os efeitos celulares de diferentes cimentos endodonticos, a grande
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discrepancia de resultados observada dificulta o estabelecimento de padrdes de citotoxicidade
ou a previsao dos efeitos do contacto dos tecidos vivos com o material. O tipo de célula alvo,
a preparac¢io dos extratos de cimentos, as concentracdes testadas e o tempo de exposicio sio

variaveis, o que podera explicar os diferentes resultados disponiveis na literatura.

Os testes de avaliacdo de citotoxicidade dos materiais endodonticos em culturas celulares sao
simples, ripidos e mais econémicos que outros métodos. A reprodutibilidade destes testes permite
avaliar qualitativamente e quantitativamente um grande nimero de materiais. Diferentes sistemas
de células osteoblasticas sao usados nos estudos de citotoxicidade: linhas celulares de osteosarcoma
U2-0OS e MG-63, linhas celulares de rato MC3T3-E1 e ROS 17/2.8 e células da calota craniana
de rato. A maioria dos estudos de avaliacio dos cimentos endodonticos corresponde a apreciagio
do comportamento das células de osteoblastos quando expostas a extratos de cimentos preparados
de acordo com a Norma ISO 10993-5 (112). Nesta metodologia, a area de contacto entre o
cimento e as células ou o meio de cultura a partir do qual se preparam os extratos é normalmente
grande. No entanto, in vivo o contacto direto entre o material de obturacio e os tecidos periapicais
¢ muito menor e as interacoes indiretas resultantes da difusio ou perfusio dos seus componentes
ou subprodutos da polimeriza¢io sio limitadas ao foramen apical, aos canais laterais/acessorios
ou aos tabulos dentinarios (113-115). Apesar da importancia dos efeitos de avaliacio de cimentos

endodonticos em células de osteoclastos, existem poucos estudos sobre estas células (116).

Além do interesse inquestionavel do estudo de citotoxicidade dos cimentos, nos diferentes tipos
celulares, os fatores dose e tempo merecem também especial aten¢do. Os resultados obtidos
dos estudos do comportamento celular apds contato imediato com os cimentos representam
os efeitos agudos; aos resultados obtidos por um longo periodo de tempo atribuem-se efeitos a
longo prazo, os quais podem evidenciar uma resposta celular adaptativa a presenca dos cimentos
(116).

Aos cimentos a base de 6xido de zinco-eugenol é associada uma toxicidade in vitro (104, 117,
118) e in vivo (119) pela libertacdo do eugenol por hidrdlise. No entanto, a libertacdo de eugenol
parece diminuir com o tempo (120), pelo que a toxicidade dos cimentos também diminui ao
longo do tempo (118). Além disso, a toxicidade pode ser influenciada por outros componentes

como 1des zinco ou oxido de zinco (121), como ja foi referido.

Em relacio aos cimentos a base de resina epoxi bistenol, varios estudos referem a libertacio de
uma pequena quantidade de formaldeido durante a rea¢io de polimerizacio. Ao cimento AH
Plus é atribuido uma pequena toxicidade relacionada com a libertacio de formaldeido, mas
também com a presenca de constituintes como aminas, adicionadas para acelerar a polimeriza¢io,
e a resina epoxi (104, 122-124).
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Do ponto de vista bioldgico sio considerados apropriados os cimentos endodonticos que
apresentem boa tolerancia tecidual,sejam reabsorvidos na regiio apical em casos de extravasamento
acidental e permitam a cicatriza¢do, contribuindo para que se obtenha a menor agressio possivel
aos tecidos periapicais. Assim, o factor bioldgico deve ser entendido e valorizado como essencial,

pela inegavel importancia que os cimentos representam no contexto do tratamento endoddntico.

1.4. NANOTECNOLOGIA

Nas altimas décadas, tem sido observado um grande ntimero de pesquisas envolvendo materiais
nanoestruturados. A designacdo de materiais nanoestruturados € referente a materiais de
dimensdes extremamente pequenas, constituidos por um nimero bastante reduzido de atomos.
A nanociéncia dedica-se ao estudo e ao desenvolvimento de novos métodos de sintese e
caracterizacdo de materiais de escala nanométrica, com o objetivo de controlar o tamanho e as
propriedades apresentadas e compreender o comportamento dos materiais. A nanotecnologia
tem como objetivo o aproveitamento e a aplicacdo destes materiais pelas propriedades inovadoras
que apresentam (125, 126). A nanociéncia e a nanotecnologia constituem uma area emergente do
conhecimento cientifico com um forte impacto na sociedade. A principal vantagem que justifica
o rapido desenvolvimento e utilizacdio dos nanomateriais € justamente a observagio da alterag¢do
de diversas propriedades, quando estes se encontram em nanoescala, sem alteracio da composi¢ao
quimica dos mesmos. A exploraciao de novas propriedades fundamenta as inimeras investigacoes
cientificas, pelas novas possibilidades de aplicacdes nas mais diversas areas das ciéncias (127).
Em fun¢io do exposto, novos modelos de biomateriais com a incorporagcio de nanoparticulas
estao em desenvolvimento. Esta tecnologia permite a obtenc¢ao de produtos com propriedades

terapéuticas e com melhor tolerancia tecidual.

A area de Medicina Dentaria nio é excecdo a esta inovagao tecnologica. Os efeitos antibacterianos
de numerosas nanoparticulas de diversos compostos, como potenciais agentes antimicrobianos
tem sido investigados, tais como 6xido de magnésio (MgO), éxido de cilcio (CaQ), 6xido de zinco
(ZnO), prata (Ag), 6xido de cobre (CuO) e quitosano (CS).As nanoparticulas sio particulas com
dimensdes entre 1 e 100 nanémetros e os seus efeitos antimicrobianos, superiores as particulas
homologas de maiores dimensdes, estio geralmente relacionados com uma maior area de
superficie apresentada e com a carga elétrica, que favorece a interagdo com as células bacterianas.
A interacdo eletrostitica entre as nanoparticulas positivas e a membrana negativa das células

bacterianas e a acumulacido de um elevado niimero de nanoparticulas sobre a membrana celular,
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tem sido associadas a0 aumento de permeabilidade e disfuncio da membrana bacteriana (128).
Na area da Medicina Dentaria, o estudo de nanoparticulas ainda é incipiente. As nanoparticulas
de prata parecem ser as que tém sido utilizadas num maior nimero de investigacdes pela ja
reconhecida propriedade antimicrobiana, sendo incorporadas em compdsitos resinosos na area da
Dentisteria, nos sistemas adesivos utilizados na Ortodontia e nos cimentos de obtura¢io na area
da Endodontia (129-131).

A aplicacido bem sucedida de nanoparticulas em Endodontia depende da eficicia antimicrobiana
e do mecanismo de a¢do dessas particulas, na complexa anatomia do sistema de canais radiculares.
O estudo da interacido das nanoparticulas e dos materiais a que sio incorporadas com os tecidos
do hospedeiro e as células imunologicas também requer uma maior investiga¢io. Considerando a
possibilidade de aumentar a eficicia terapéutica dos cimentos obturadores através da incorporagio
de nanoparticulas, associada aos poucos estudos de investigacdo nesta area, parece justificar a

realizacio de mais estudos neste sentido.

1.4.1. NANOPARTICULAS DE AMONIA QUATERNARIA DE POLIETILENOIMINA
(QPEI)

O impacto de um agente antimicrobiano é determinado pela sua carga de superficie positiva e a
natureza hidrofébica do composto. Como as superficies bacterianas sao carregadas negativamente
a um pH fisioldgico, os compostos policationicos com grupos de amodnia quaternaria tém sido
utilizados como agentes antibacterianos (132). Estes compostos tém um amplo espectro de atividade
antimicrobiana contra microrganismos de Gram positivo € negativo, sao estaveis quimicamente,
nio sio volateis e a sua atividade antimicrobiana é de longa duracio. Os antimicrobianos
policatidénicos de amoénia quaternaria tém elevada densidade de carga, apresentando por isso,

uma forte atividade antimicrobiana.

O polimero sintético de polietilenoimina (PEI), preparado a partir de aziridina por polimerizacio
catidénica, ¢ um exemplo de um composto policatibnico que apresenta propriedades
antimicrobianas. A sua estrutura contém grupos amina primarios, secundarios e terciarios (1:2:1).
Os grupos amina do PEI sio quimicamente reativos, consequentemente, permitem uma ampla
variedade de modifica¢des quimicas que proporcionam ao composto diferentes propriedades
fisico-quimicas. Devido a sua carga positiva e comportamento hidrofdbico, o PEI atraiu aten¢io
como um possivel agente antimicrobiano (133-135). Este composto pode ser utilizado na terapia

genética como vetor nio viral (136), no desenvolvimento de suportes de catalisadores, devido
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a neutralizacio eficaz de carga anidnica de excesso coloidal, especialmente sob condi¢coes de
pH acido e neutro, e como um ingrediente comum envolvido em composi¢cdes microbicidas e
numa variedade de formulacdes de agentes de lavagem para materiais de embalagem (134). O
polimero antimicrobiano PEI esta disponivel comercialmente e tem sido utilizado em diversas
investigacoes cientificas. Como as substancias policationicas podem aumentar a permeabilidade
da membrana bacteriana externa para solutos que normalmente sio incapazes de a penetrar,
varios investigadores estudaram a acio do PEI como agente de permeabilizacio e descobriram
que, sem induzir a libertagio de lipopolissacarideos (LPS) a partir da membrana externa, o PEI
tem um efeito de permeabilizacdo forte, mas nenhum efeito bactericida sobre bactérias de Gram-
negativo (134). Khalil ef al. (137) concluiu que, dependendo das estruturas quimicas de alguns
antibidticos testados, o PEI pode ter um efeito sinérgico ou um efeito antagonista, quando
utilizado em combinacio com antibiéticos. Quando a atividade bactericida de determinados
antibidticos melhora na presenca de PEI é devido a sua forte ligacio ao LPS, o que leva a
desorganizacio da membrana externa bacteriana e facilita a penetracio do antibidtico. Os
efeitos do PEI sio dependentes da estrutura e peso molecular, caracteristicas que influenciam
diretamente a citotoxicidade apresentada pelo composto (136).Varios estudos, maioritariamente
realizados na area de transcri¢io genética, tanto de ADN como RINA, avaliaram os diferentes
efeitos citotoxicos do PEI de acordo com as suas propriedades (138-140). O facto de o PEI ser
uma substancia policatidnica, induz a forte interacio com as superficies celulares e consequentes
danos celulares associados. Por conseguinte, a sintese de particulas de baixo peso molecular e/
ou modifica¢des na estrutura polimérica do PEI podem ser tteis na reducio de toxicidade do

polimero, alargando assim as suas bio-aplicacoes (141).

A quaterniza¢io do PEI em amonia quaterniria de polietilenoimina (QPEI) e a sintese de
nanoparticulas de QPEI pode ser realizada por duas etapas, amina¢io redutiva e N-alquilacio,
das quais resulta o aumento da carga positiva através da conversio de grupos amina primarios,
secundarios e terciarios do PEI em grupos catiéonicos de amoénia quaternaria. Mesmo as diferencas
na estrutura policatiénica das nanoparticulas tém um papel significante na atividade antibacteriana
e na eficiéncia da transfecio genética (142, 143). Foi previamente descrito, que as nanoparticulas
QPEI incorporadas em cimentos provisorios e em varios compositos de resinas demonstraram
um forte e duradouro efeito antibacteriano contra bactérias orais, sem comprometer algumas
propriedades fisicas (144-146).

Considerando as propriedades antibacterianas das nanoparticulas QPEI postulou-se a hipotese
de que, incorporadas em cimentos endodonticos, poderiam promover o aumento da atividade

antimicrobiana e antibiofilme dos materiais, no sentido de desenvolver uma futura estratégia
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terapéutica nas infe¢des endodonticas. Além disso, é necessario assegurar que as nanoparticulas
adicionadas aos produtos comerciais existentes, idealmente, nio alterem substancialmente as

propriedades fisico-quimicas, mecanicas e bioldgicas dos materiais aos quais sio adicionadas.
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2.1. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste trabalho estio centrados no estudo da atividade antimicrobiana e
antibiofilme dos cimentos mais utilizados na obturacido dos canais radiculares, pela incorpora¢io
de nanoparticulas de amoénia quaternaria de polietilenoimina (QPEI). A caracterizagio fisico-
quimica e mecanica e a compreensio do comportamento bioldgico dos materiais sio também

objetivos de estudo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Especificamente, este trabalho tem os seguintes objetivos:

* Estudo da atividade antimicrobiana e antibiofilme do polimero de polietilenoimina
(PEI);

* Esclarecimento do mecanismo de acao do PEI por meio de citometria de fluxo;

» Sintese e caracteriza¢do de nanoparticulas de amoénia quaternaria de polietilenoimina

(QPEI);

* Estudo da atividade antimicrobiana e antibiofilme das nanoparticulas de QPEI,

*  Determina¢do do mecanismo de a¢do das nanoparticulas de QPEI por meio de
citometria de fluxo;

* Avaliacio in vitro da atividade antimicrobiana dos cimentos de obturacio AH Plus
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr,
[talia Srl, Salerno, Italia), incorporados com nanoparticulas de QPEL,a 1 % e 2 %
(m/m);

* Avaliag¢io das propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos cimentos de obturacio
AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS)
(Kerr, Italia Srl, Salerno, Italia) incorporados com nanoparticulas QPEIl a 1 % e
2 % (m/m), de acordo com a Norma ISO 6876;

* Avaliacio in vitro da atividade antibiofilme dos cimentos de obturacio AH Plus
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr,
[talia Srl, Salerno, Itilia) incorporados com nanoparticulas de QPEI a 2 % (m/m);

* Avaliagio in vitro da citotoxicidade dos cimentos de obtura¢io AH Plus (Dentsply,
DeTrey Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr, Italia Srl,
Salerno, Italia) incorporados com nanoparticulas de QPEI a 2 % (m/m), no
comportamento biolégico de células osteoblasticas e células osteoclasticas, de
acordo com a Norma ISO 10993-5;
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NOTA PREVIA

Este capitulo descreve a parte experimental, os resultados e a discussio do Estudo 1, intitulado
“Atividade Antimicrobiana e Antibiofilme do PEI”. Este estudo foi realizado em colaborac¢io
com o Servi¢o e Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade do

Porto (FMUP), Porto (Portugal).
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3.1 ESTUDO 1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DO PEI

3.1.1. OBJETIVOS

* Determina¢io da atividade antimicrobiana e antibiofilme do PEI contra
estirpes de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans, microrganismos frequentemente envolvidos em infe¢cdes endodonticas
persistentes, na forma de células planctéonicas e de biofilme;

* Esclarecimento do mecanismo de a¢io do PEI por citometria de fluxo;

3.1.2. MATERIAIS E METODOS

Meios de Cultura e Componentes Quimicos

Os meios de cultura de agar Mueller-Hinton e caldo (MHA/MHB), agar Brain Heart e caldo
(BHIB/ BHIA) e dextrose de Sabouraud foram preparados de acordo com as instru¢des do
tabricante (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA). A solu¢do tampao de fostato pH 7,4 (PBS) e
o meio de cultura de RPMI 1640 suplementado com L-glutamina e tamponado com MOPS,
ambos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), também foram preparados de acordo com as
instrucOes do fabricante. A solucdo de stock a 25 % (m/v) de PEI (solu¢io de Polietilenoimina,
média mW ~ 750.000, referéncia 181978 ramificado; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foi

utilizada nas experiéncias.

Estirpes Microbianas e Condicoes de Crescimento

Unma estirpe pertencente a American Type Culture Collection (ATCC) e uma estirpe clinica isolada
de cada microrganismo foram utilizadas: Enterococcus faecalis (ATCC 29212 e EF1), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923 e AE1), Escherichia coli (ATCC 25922 e CO1) e Candida albicans (ATCC
90028 e CALl). As estirpes clinicas foram identificadas pelo sistema de Vitek2 (bioMérieux,
Vercieux, Franca). As estirpes bacterianas foram mantidas no congelador a -70°C em meio Luria-
Bertani (LB) (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) suplementado com 20 % de glicerol e as
estirpes de fungos, em meio de Yeast Peptone Dextrose (YPD) (Difco Laboratories, Detroit,
MI, EUA) suplementado com 40 % de glicerol, até a realizagio dos testes. Para cada experiéncia
os microrganismos foram subcultivados duas vezes, em placas de agar LB a 37°C durante 24 h
(bactérias) ou agar Sabouraud a 35°C durante 24 h (fungos), para avaliar a pureza da cultura e a

sua viabilidade.

AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS E IMUNOLOGICAS DE UM Novo GIMENTO ENDODONTICO

79



atividade antimicrobiana e antibiofilme do PEI

Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana

A concentra¢do inibitéria minima (CIM) da solucio de PEI foi determinada de acordo com
o método de referéncia (protocolo M100-5S23 de 2013, para as bactérias e protocolo M27-A3
de 2012, para os fungos) do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). As concentragdes
de PEI testadas variaram de 3200-6,25 mg/L. O valor de CIM foi definido como a menor
concentra¢do de substancia teste que inibe por completo o crescimento dos microrganismos nos
pocos de microdilui¢io. Os resultados foram lidos ao fim de 24 h no caso das bactérias e 48 h
no caso dos fungos. Para determinar a concentracdo minima letal (CML), 20 pl de cada poco
de microdilui¢do foram semeados em MHA (para as bactérias) e em agar de Sabouraud (para
fungos). As placas foram incubadas a 35 £ 1°C por 24 h (estirpes bacterianas) e 48 h (fungos),
com posterior contagem de UFC. O valor de CML foi definido como a menor concentragio de

substancia teste que mata pelo menos 99,9 % do indculo final.

Ensaios de Adesao e Biofilme

Para todos os ensaios, as células bacterianas e de fungos foram cultivadas overnight a 37°C com
agitacao (180 rpm), em caldo de MHB e Sabouraud para bactérias e fungos, respetivamente.
Apds incubacio, as células foram colhidas por centrifugacio (5000 g, 5 min), lavadas com solug¢io
PBS e o in6culo ajustado com auxilio do densitdmetro, a uma suspensio padronizada de 1 x 107

células/mL, em meio MHB para bactérias e 1 x 10° células/mL em meio RPMI, para fungos.

1. Para avaliar o efeito do PEI na adesio de microrganismos ao poliestireno, 1 mL de
suspensdo de células de cada microrganismo foi colocado em cada poco das placas de
poliestireno de 12-pocos, revestidas com trés concentracdes de PEI: 0, 200, 400 e 800
mg/L. Posteriormente, as placas foram incubadas durante 90 min a 37°C, com agitagio
(150 rpm). Decorrido o tempo de adesdo, os pogos foram lavados com PBS e a adesio
foi quantificada espectrofotometricamente pelo ensaio de reducio semiquantitativa de
XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)- [ (fenilamino)carbonil]-2H-hidréxido
de tetrazolio);

1. Para avaliar se o PEI tem a capacidade de impedir a formacio de biofilme, induziu-
se a formacdo de biofilmes das diferentes espécies de microrganismos em placas de
poliestireno na presen¢a de PEI, durante 24 h. Foram utilizadas as mesmas concentragdes
de PEI (0, 200, 400 e 800 mg/L). Apds o periodo de incubacio, o efeito do PEI foi
determinado pela quantificacio da atividade metabolica de biofilme, pelo ensaio de
reduc¢io XTT;

1. Para estudar a desagregacio do biofilme, biofilmes bacterianos e fuingicos foram
formados em placas de poliestireno de 12-pocos, durante 24 h a 37°C. Posteriormente,
os biofilmes foram lavados duas vezes com PBS e as placas incubadas com PEI com as
concentracdes usadas anteriormente, por mais 24 h. O efeito do PEI na desagregacio
do biofilme foi avaliado com analise de redu¢io XTT;
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Mecanismo de Acao Antimicrobiana

Apds a incubacdo com a solu¢gio de PEI, os diferentes microrganismos foram corados
separadamente com dois marcadores fluorescentes. O iodeto de propideo (IP) (Molecular
Probes Europe BV, Leiden, Holanda) trata-se de um fluorocromo com marcada afinidade para os
acidos nucleicos, apenas penetrando em células com graves lesdes de membrana citoplasmatica
(marcador de morte celular). O cloreto de bis-(acido 1,3-dibutilbarbiturico) trimetina oxonol
(DiBac,(3)) (Molecular Probes, Europe BV, Leiden, Holanda), ¢ um fluorocromo lipofilico e
anidnico, acumulado intracelularmente quando a membrana citoplasmatica sofre despolarizacio.
Um terceiro fluorocromo foi utilizado, o FUN-1 (2-cloro-4-(2,3 dihidro-3-metil-(benzo-1,3-
tiazol-2-il)-metilideno)-1-fenilquinolinio iodado) que mede a atividade metabdlica das leveduras.
A analise por citometria de fluxo foi realizada com o software BD CellQuest (BD Bioscienses,
San Jose, CA, EUA) baseado em sinais de fluorescéncia e de dispersio de luz resultantes da acio
do laser a 15 mW, a 488 nm e 635 nm. Sinais correspondentes de dispersio frontal e lateral
da luz laser (FSC e SSC) assim como de fluorescéncia foram avaliados em FL1 (530/30 nm)
para o DiBAC,(3), FL2 (620 nm) para o FUN-1 e FL3 (670 nm) para o IP. Para a preparagio
da amostra, 1 x 10° células/mL foram expostas ao valor de CML do PEI, durante 15, 30, 60
e 120 min. Apds exposicao ao PEI, as diferentes estirpes foram incubadas com cada marcador
fluorescente, no escuro, durante 30 min com Ipg/ml de DiBAC (3) e IP, 0,5 pM de FUN-1.
Como controlos foram utilizadas suspensoes celulares nio tratadas com PEI: 1, sem qualquer
marcagio - autofluorescéncia e 2, células marcadas - controlo de viabilidade com o qual as
células tratadas sio comparadas. Pelo menos 30 000 células de cada suspensio foram analisadas
pelo BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Analise Estatistica

A atividade metabolica de biofilme foi expressa em percentagem em relacdo ao controlo (células
nio tratadas com PEI). Os resultados da adesio e efeito inibitorio de biofilme, em diferentes
concentracdes, foram avaliados com teste ANOVA One-Way, com corre¢io de Bonferroni. O
teste de t-Student foi utilizado para avaliar a atividade de tratamento em biofilmes pré-formados.
A significancia estatistica foi considerada para um valor de p inferior a 0,05. A anilise estatistica
foi realizada pelo software SPSS (v. 20.0).
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3.1.3. RESULTADOS

Atividade Antimicrobiana

O valor do CIM do PEI para as bactérias foi de 400 mg/L e para C. albicans foi de 50 mg/L. O
valor obtido para o CML de PEI foi igual ao valor de CIM (CIM = CML). Os valores obtidos
para as estirpes clinicas e ATCC foram iguais (Tabela 1).

PEI (mg/L)

Microrganismos CIM CML
E. faecalis ATCC 400 400
E. faecalis EF1 400 400
S. aureus ATCC 400 400
S. aureus AE1 400 400
E. coli ATCC 400 400
E. coliCO1 400 400
C. albicans ATCC 50 50

C. albicans CA1 50 50

TABELA 1 - Suscetibilidade antimicrobiana. Valores de CIM e CML do PEI.

Adesao e Biofilme

Todas as estirpes aderiram as placas de poliestireno, no entanto, a adesio foi significativamente
reduzida na presenca de todas as concentragoes testadas de PEI (p < 0,05) (Figura 1). Em rela¢io
ao ensaio de formacio de biofilme, o PEI inibiu significativamente a formacio de biofilme,
em todas as concentragoes testadas para todos os microrganismos (p < 0,05). No ensaio de
desagregacio do biofilme, provavelmente, o ensaio mais importante em termos clinicos, uma vez
que corresponde ao tratamento do biofilme propriamente dito, o0 PEI reduziu de forma significativa
o biofilme, em relacdo a todos os microrganismos, mesmo nas concentracdes mais baixas. Pela
analise dos resultados obtidos, o PEI consegue ser mais eficaz no tratamento (desagregacio) do
biofilme formado do que na inibi¢io da sua formacio, pelas diferencas observadas na atividade
metabolica (XTT). Também neste ensaio, o biofilme de leveduras sofreu uma maior reducio de
atividade metabolica, em qualquer das concentracgdes testadas, em comparagido com os biofilmes
bacterianos. A concentra¢io de PEI de 200 mg/L causou uma reducio de atividade metabdlica
de C. albicans ATCC de 95,38 %; 400 mg/L uma reducio de 94,65 %; e 800 mg/L uma redug¢io

de 95,38 %, os valores mais baixos obtidos neste ensaio.
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FIGURA 1 - Efeito da acao do PEI sobre a adesao, formacgéo e desagregacao dos biofilmes dos microrganismos
ATCC testados, em percentagem de células metabolicamente ativas (método XTT).* Diferenca estatistica das
diferentes concentragdes de PEI em relagdo ao controlo positivo (concentragdo 0 mg/mL) (p < 0,05).
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Mecanismo de Acao Antimicrobiana

Cerca de 50 % das células mostraram permeabilidade ao IP (Figura 2: D) indicando grave lesio
da membrana celular, devido a exposicio de PEI num curto periodo de tempo (15 min). A
despolarizacio celular foi demonstrada pelo aumento de colora¢io das células apds coloragio
com DiBAC,(3) (Figura 2: B). Para os fungos foram obtidos resultados semelhantes. As alteracdes

metabdlicas foram demonstradas por um aumento da coloracio do FUN-1.

200
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FIGURA 2 - Histogramas representativos da andlise de citometria de fluxo em relacéo a células néo tratadas do
microrganismo Enterococcus faecalis ATCC (A e C) e células tratadas com valores de CML (400 mg/L) do PEI
(B e D), marcadas com DIBAC,(3) (A e B) e IP (C e D), ap6s 15 min. As leituras foram efetuadas no canal de
fluorescéncia FL1 (530/30 nm) para o DIBAC (3) e FL3 (670 nm) para o marcador IP.
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3.1.4. DISCUSSAO

A atividade antibiofilme e antimicrobiana de amplo espectro demonstrada pela a¢io do PEI,
tanto contra bactérias de Gram positivo e de Gram negativo, como contra fungos, revelou
que o PEI é um composto realmente promissor, com possivel aplica¢io na incorporagido ou
revestimento de materiais endodonticos. A efetiva reducio da formaciao de biofilme de C. albicans,
pelo revestimento de PEI em superficies de um polimero modificado utilizado na producio
de dispositivos de longa duracio, tais como proteses de voz, foi previamente descrita (1). No
presente estudo, a adesio microbiana, o primeiro passo para o estabelecimento de infe¢io, foi
significativamente reduzida na presen¢a de PEI. Além disso, também se verificou um efeito dose-
dependente na inibi¢do da formagio e desagregacio do biofilme. No que diz respeito as bactérias,
estes eventos ocorreram mesmo na presenca de concentragdes sub-inibitéorias de PEI. Este facto
¢ particularmente interessante na desagregacio do biofilme, uma vez que é reconhecido que
existe sempre algum biofilme formado e os microrganismos presentes em biofilmes exibem uma
maior resisténcia aos agentes antimicrobianos classicos. A selecio das concentragdes utilizadas
nos ensaios de adesao e biofilme foram seleccionadas de modo a incluir os valores CIM, CML,
2x CIM e uma concentragio sub-inibitoria (2 CIM) das bactérias (superiores as dos fungos)
por varios motivos: 1, nas infecdes endodonticas, as bactérias sio mais frequentes do que os
fungos, 2, as bactérias demonstraram maior resisténcia ao PEI pelos resultados obtidos no teste
de suscetibilidade antimicrobiana, e 3, finalmente o objetivo era eleger a melhor concentracio de
PEI com capacidade de inibi¢do de todos os microrganismos, para uma possivel incorporagio ou

revestimento de materiais endodonticos.

De acordo com o teste de suscetibilidade antimicrobiana, apesar de o PEI ter demonstrado
maior eficiéncia como fungicida (valor de CML de 50 mg/L, inferior ao das bactérias), também
apresentou efeito bactericida, tanto para as bactérias de Gram negativo como para as bactérias
de Gram positivo. Este amplo espectro ¢ fundamental dada a etiologia polimicrobiana das
doencas pulpares e perirradiculares. O facto de o PEI atuar sobre todos os microrganismos
testados demonstra o potencial interesse deste composto em futuras aplicagdes como agente

antimicrobiano na area da Endodontia.

Embora muitos estudos referenciem o E. faecalis como o principal microrganismo responsavel
pela manuten¢io de periodontite apical, tem sido descrita a presenca de fungos associada a
periodontite apical, em cerca de 1 % a 20 % dos casos (2, 3). A capacidade de invasio dos tibulos
dentinirios, de adaptacio e sobrevivéncia em ambientes variados, de producio de enzimas

hidroliticas, de transicio morfoldgica e forma¢io de biofilmes sdo carateristicas que permitem
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aos fungos resistirem e/ou se estabelecerem no sistema de canais radiculares, mesmo depois dos
procedimentos do tratamento endodontico (4). Apesar da presenca de fungos estar relacionada,
principalmente, com as lesdes secundarias ou persistentes ao tratamento, a participacao de fungos
nas infe¢des endodonticas pode também ocorrer em casos em que nio houve tratamento — lesdes
primarias (2-4). No entanto, importa referir que, provavelmente, estes microrganismos aparecem
como oportunistas devido ao desaparecimento ou a remog¢ao de outros microrganismos dos canais
radiculares, ja que os fungos tém a capacidade de crescer em ambientes com baixa quantidade de
nutrientes, como o ambiente dos canais radiculares tratados. Das espécies fingicas encontradas na

cavidade oral, a Candida albicans tem sido a mais frequentemente isolada (3, 5).

Nos ensaios de biofilmes,os biofilmesbacterianos e o biofime de leveduras tiveram comportamentos
semelhantes. Os biofilmes bacterianos e fangicos partilham muitas caracteristicas como a
formacdo do biofilme pela adesdo inicial de microcolonias, a sintese de polimeros constituintes
da membrana extracelular que lhes confere prote¢io em relacio ao sistema imunologico, e o
lento crescimento celular. No entanto, a composi¢do do biofilme de C. albicans consiste numa
mistura de células hospedeiras, células em forma de leveduras, pseudohifas e hifas, além de matriz
extracelular composta por proteinas e polissacarideos (6). A organizacio em biofilmes confere
a0s microrganismos inimeras vantagens como melhor captacio de nutrientes, crescimento
mais ordenado da comunidade microbiana, maior prote¢ao contra fagocitose, desidratacio e
resisténcia a agentes antimicrobianos. Além das carateristicas comuns dos biofilmes, a resisténcia
aos antimicrobianos pode estar relacionada com varios fatores como limitagdes na difusio dos
antimicrobianos pela matriz extracelular, alteracdes fenotipicas das células no biofilme e ainda
com o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por alteracio do genodtipo das células (7,
8). Os resultados do presente estudo, demonstram que o biofilme de leveduras é mais afetado
pelo PEI do que os biofilmes bacterianos, tanto no ensaio de inibi¢do de formacio de biofilme
como no de avaliacio de desintegracio do biofilme, o que pode ser justificado por se usarem

concentragdes bastante acima da CIM para os fungos.

A técnica de citometria de fluxo tem-se revelado uma excelente ferramenta no campo da
microbiologia como método de determinag¢io da suscetibilidade aos antimicrobianos, pois
rapidamente demonstra a atividade antimicrobiana e auxilia no esclarecimento do mecanismo de
acio/resisténcia aos antimicrobianos (9, 10). A marca¢io com IP demonstrou a capacidade do PEI
em provocar grave lesio da membrana citoplasmatica nas bactérias e fungos, apos curto tempo de
incubagio com o componente (15 min). Ainda, despolariza a membrana celular das bactérias e
perturba o metabolismo dos fungos. Helander et al. (11) relataram que em contraste com outros

permeabilizadores, o PEI nio induz a libertacio de lipopolissacarideos (LPS) da membrana
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externa (ME), mas antes provoca uma altera¢ao na distribui¢ao de fosfolipidos da camada interna
para a externa o que faz aumentar a permeabilidade. A reducio da atividade bactericida de alguns
antibacterianos (particularmente os hidrofilicos, carregados positivamente) por acio do PEI pode
ser devido a uma competi¢do para a mesma ligacio. O PEI apresenta uma carga positiva mais
elevada, quando comparado com outros compostos, o que pode justificar a maior afinidade com
a ME do que entre os antibacterianos ¢ a ME (12). Ao contrario dos agentes antimicrobianos
classicos, cuja utilizagio favorece a emergéncia de resisténcias, os polimeros antimicrobianos tém
a vantagem de promover uma atividade antimicrobiana de longa dura¢io, sem libertacio de
produtos toxicos (13). O mecanismo de a¢io através da lesio da membrana celular pode explicar
a citotoxicidade do PEI (14) e ter implica¢des diferentes dependendo da aplicagio biomédica.
A fim de equilibrar a biocompatibilidade do PEI, varios investigadores desenvolveram algumas
modificacdes, tendo como base que elevadas densidades de carga catidnica, estruturas compactas
e muito ramificadas e elevados pesos moleculares, afetam negativamente a biocompatibilidade
do composto (15, 16). Esta descrito que a alta citotoxicidade do PEI de alto peso molecular, é
devida a elevada afinidade de ligacdo a superficie externa da membrana plasmatica, no entanto, a

um baixo peso molecular do composto esta associada uma baixa citotoxicidade (15).

Foi recentemente descrita a sintese de nanoparticulas de PEI, designadas por nanoparticulas
de amoénia quaterniria de polietilenoimina (QPEI), com propriedades antibacterianas (17).
Ao contririo das carateristicas de solubilidade e do comportamento hidrofilico do PEI, as
nanoparticulas de QPEI foram descritas como particulas insoltveis e hidrofobicas, exercendo a
sua aciao apenas por contacto direto. Diferente dos agentes antimicrobianos comuns, estes nao
promovem a libertacdo de compostos toxicos e a sua elevada carga positiva traduz-se num potente
efeito antibacteriano. Devido a extensa area de superficie, o efeito das nanoparticulas de QPEI
pode ser verificado mesmo em baixas concentracdes. Assim, é expectavel que as nanoparticulas
de QPEI possam assegurar a estabilidade dos materiais com atividade antimicrobiana de longa
duragio, sem comprometer as propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos materiais a que sio

adicionadas.

A nivel geral, devem ser realizados mais estudos para avaliar a inclusio do composto PEI em
dispositivos biomédicos, e mais especificamente, nos materiais utilizados na Endodontia.
Os resultados obtidos pelo estudo realizado confirmaram a forte atividade antimicrobiana e
fungicida do PEI contra microrganismos frequentemente associados a etiologia da periodontite
apical. Devido a eficacia demonstrada pelo PEI, este parece ser um composto interessante para o
tratamento endodontico. Contudo a citotoxicidade a que esta associado pode ser incompativel

com certas aplicacdes biomédicas. Nos cimentos de obturacio ou no revestimento da superficie
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dos instrumentos/guta-percha, o contacto com os tecidos perirradiculares é praticamente
inexistente, ainda que o aumento da atividade antimicrobiana de longa duracio seja um requisito

vantajoso a apresentar por estes materiais.

Apesar da existéncia de inimeros agentes antimicrobianos usados em Endodontia, nenhum parece
ser suficientemente eficaz na erradica¢io dos microrganismos do sistema de canais radiculares. Sob
a forma de nanoparticulas de QPEI sera possivel, com uma pequena concentra¢io, e consequente

menor toxicidade, potenciar o efeito antimicrobiano dos materiais utilizados.
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NOTA PREVIA

Este capitulo descreve a parte experimental, os resultados e a discussio dos Estudos 2, 3 e 4.

O Estudo 2, intitulado “Atividade Antimicrobiana e Antibiofilme de Nanoparticulas de
QPEI", foi realizado em colabora¢io com o Servico e Laboratério de Microbiologia da FMUP
e o Departamento de Metalurgia e Materiais da Faculdade de Engenharia da Universidade do
Porto (FEUP), Porto (Portugal).

O Estudo 3, intitulado “Atividade Antimicrobiana e Propriedades Fisico-Quimicas e
Mecianicas de Cimentos Endoddnticos com Incorporagio de Nanoparticulas de QPEI”
foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Programa de Pos-Gradua¢io em Odontologia
da Universidade Estacio de S4, Rio de Janeiro (Brasil) em colaboracio com o Departamento de

Metalurgia e Materiais da FEUP.

O Estudo 4,intitulado “Atividade Antibiofilme de Cimentos Endoddnticos com Incorporagio
de Nanoparticulas de QPEI”, foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Programa de

Po6s-Graduagio em Odontologia da Faculdade Esticio de Sa, Rio de Janeiro (Brasil).
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4.1. ESTUDO 2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE
NANOPARTICULAS DE QPEI

4.1.1. OBJETIVOS

e Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de amonia quaternaria de
polietilenoimina (QPEI);

* Determinagio da atividade antimicrobiana das nanoparticulas QPEI contra
E. faecalis, na forma de células planctonicas;

* Determinagio da atividade antimicrobiana das nanoparticulas QPEI contra
E. faecalis, na forma de biofilme;

*  Determinac¢io do mecanismo de aciao das nanoparticulas QPEI por citometria
de fluxo;

4.1.2. MATERIAIS E METODOS

Sintese de Nanoparticulas QPEI

O PEI foi dissolvido em etanol absoluto e reticulado com glutaraldeido, durante 6 h a temperatura
ambiente.A reacio de N-alquilagio deu-se por adi¢do de octanal 1:1 propor¢io molar (mondémero
de amina primaria de PEI/moléculas de octanal). Este passo foi realizado a temperatura ambiente
durante 24 h. A suspensio amarela resultante foi reduzida com cianoborohidreto de sodio.
Utilizou-se iodeto de metilo para o processo de metilacio a 42°C durante 48 h, durante o
qual formou-se um precipitado amarelo. Uma quantidade molar equivalente de bicarbonato de
sodio foi adicionada para recolher o iodeto de hidrogénio formado. Durante 24 h, e nas mesmas
condi¢des, a neutralizacio foi continuada. No final, deixou-se que o precipitado atingisse a
temperatura ambiente, lavou-se com hexano e agua bidestilada e de seguida foi liofilizado. O

rendimento médio foi de 75 % (mol/mol).

Caracterizacao das Nanoparticulas QPEI

O potencial zeta das nanoparticulas de amoénia quaternario de polietilenoimina (QPEI) foi
caracterizado com um equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, Reino

Unido). A profundidade foi de cerca de 5 nm e os espectros obtidos foram coletados num
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analisador hemisférico, usando uma energia de passagem de 150 V. O tamanho médio de particula
e a distribui¢io de tamanhos das nanoparticulas foram determinados por dispersio dinamica
da luz utilizando um Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments). A medicio foi realizada num
angulo fixo de 90°, com as amostras diluidas aproximadamente 1000 vezes em agua ultrapura. O
tamanho da particula das suspensdes foi descrito pela média (média z) de diametro cumulativo.

Todas as leituras foram realizadas em triplicado.

Meios de Cultura e Componentes Quimicos

Os meios de cultura de agar e caldo de Mueller-Hinton (MHB/MHA), Brain Heart (BHIB/
BHIA) e dextrose de Sabouraud foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante
(Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA). A solucio tampio de fosfato pH 7,4 (PBS) e o meio de
cultura de RPMI 1640 suplementado com L-glutamina e tamponado com MOPS, ambos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), também foram preparados de acordo com as instru¢des
do fabricante. A solucio de stock de 25 % (m/v) de nanoparticulas de QPEI foi utilizada nas

experiéncias.

Estirpes Microbianas e Condicoes de Crescimento

Os estudos com nanoparticulas de QPEI foram realizados com o microrganismo Enterococcus
faecalis, uma estirpe pertencente a American Type Culture Collection (ATCC), E. faecalis ATCC
29212 e outra clinica, EF1. A estirpe clinica foi identificada pelo sistema de Vitek2 (bioMérieux,
Vercieux, Franca). As estirpes bacterianas foram mantidas no congelador a -70°C em meio de
cultura Luria-Bertani (LB) (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) suplementado com 20 % de
glicerol. Para cada experiéncia os microrganismos foram subcultivados duas vezes, em placas de

agar LB a 37°C durante 24 h, para avaliar a pureza da cultura e a sua viabilidade.

Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana

O valor de CIM da soluc¢io de nanoparticulas de QPEI foi determinada de acordo com o método
de referéncia, protocolo M100-S23 de 2013. As concentracdes de QPEI testadas variaram de
2 %-0,001 % (m/v). O valor de CIM foi definido como a menor concentragio de substancia
teste que inibe por completo o crescimento dos microrganismos nos poc¢os de microdilui¢ao. Os
resultados foram obtidos ao fim de 24 h. Para determinar a concentracio minima letal (CML),
20 pl de cada poco de microdilui¢io foram semeados em agar MHA. As placas foram incubadas
a 35 £ 1°C por 24 h com posterior contagem de UFC. O valor de CML foi definido como a

menor concentracio de substancia teste que mata pelo menos 99,9 % do indculo final.
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Ensaios de Biofilme

Para ambos os ensaios as células bacterianas foram cultivadas overnight, a 37°C com agita¢io
(180 rpm), em caldo de MHB. Apds incubagio, as células foram colhidas por centrifugagio
(5000 g, 5 min), lavadas com solu¢ao PBS e o in6culo ajustado com auxilio do densitometro, a

uma suspensio padronizada de 1 x 107 células/mL em meio MHB.

1. Para avaliar se o QPEI tem a capacidade de impedir a formacio de biofilme, induziu-
se a formag¢io de biofilmes em placas de poliestireno na presenca de QPEI, durante
24 h. Foram utilizadas as seguintes concentra¢des de QPEI: 0, 0,0625 %, 0,125 %,
0,25 % e 0,5 % (m/v).Apds o periodo de incubacio, o efeito do QPEI foi determinado
pela quantificacio da atividade metabolica de biofilme, pelo ensaio de redu¢io XTT;

ii. Para estudar a desagregacio do biofilme bacteriano foram formados biofilmes em
placas de poliestireno de 12-pogos, durante 24 h a 37°C. Posteriormente, foram lavados
duas vezes com PBS e incubados com QPEI com as mesmas concentracdes usadas
anteriormente, por mais 24 h. O efeito do QPEI na desagregacio do biofilme foi
avaliado com analise de reducio XTT;

Mecanismo de Acéao

Apbs a incubagio com a solucdo de nanoparticulas de QPEI, os diferentes microrganismos
foram corados separadamente com dois marcadores fluorescentes. Os fluorocromos utilizados
foram o IP e o DiBAC (3) (Molecular Probes, Europe BV, Leiden, Holanda) pelas diferentes
propriedades que apresentam, conforme descrito no Estudo 1 (Capitulo 3). A anilise por
citometria de fluxo foi realizada com o software BD CellQuest Pro (BD Biosciences) baseado
em sinais de fluorescéncia e de dispersio de luz resultantes da acido do laser a 15 mW, a 488 nm
e 635 nm. Sinais correspondentes de dispersdo frontal e lateral da luz laser (FSC e SSC) assim
como de fluorescéncia foram avaliados em FL1 (530/30 nm) para o DiBAC,(3) e FL3 (670
nm) para o IP. Para a preparagio da amostra, 1 x 10° células/mL foram expostas ao valor de
CML do QPEI, durante 15, 30, 60 e 120 min. Apds exposicao ao QPEI, as diferentes estirpes
foram incubadas no escuro durante 30 min, com cada marcador fluorescente, 1pg/ml de IP e
DiBAC,(3). Como controlos foram utilizadas suspensdes celulares nao tratadas com QPEI: 1, sem
qualquer marca¢io - autofluorescéncia e 2, células marcadas - controlo de viabilidade com o qual
as células tratadas sio comparadas. Pelo menos 30 000 células de cada suspensdo foram analisadas
pelo BD FACSCalibur (BD Biosciences).

Analise Estatistica

Foi efetuado o teste ANOVA One-Way, seguindo-se o teste de Bonferroni para comparagdes

post hoc, com o Software SigmaStat 3.5. As diferengas foram consideradas significativas a um nivel
de p < 0,05.
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4.1.3. RESULTADOS

Caracterizacao das Nanoparticulas QPEI

As particulas produzidas de amoénia quaternaria de polietilenoimina (QPEI) apresentaram um
diametro médio nanométrico de 58 £ 18 nm. O valor de 68,5 + 1,9 mV obtido pelo potencial

zeta indica a carga positiva das nanoparticulas, como esperado.

Atividade Antimicrobiana

As nanoparticulas QPEI demonstraram um efeito bactericida para o microrganismo E. faecalis,
sendo o valor de CIM 0,5 % e o valor de CLM 1 % (m/v). Os valores obtidos para a estirpe

ATCC e clinica foram iguais.

Ensaios de Biofilme

Os resultados obtidos estio representados na Figura 1. Em relacdo ao ensaio de formacio de
biofilme, o QPEI inibiu significativamente a formacao de biofilme em todas as concentra¢des
testadas, tanto para E. faecalis ATCC como para a estirpe clinica (EF1) (p < 0,05). De uma
forma geral, associado ao aumento da concentracio de QPEI esta uma diminuicio da atividade
metabolica de ambas as estirpes, mais notoria na estirpe clinica (EF1). Na maior concentrag¢io
de QPEI (0,5 %) a estirpe ATCC sofreu uma reducdo de atividade metabodlica de 78,29 % e a
estirpe clinica de 88,15 %.

No ensaio de desagregacio do biofilme, o QPEI reduziu significativamente o biofilme, mesmo
nas concentracoes mais baixas. Também neste ensaio, a estirpe clinica sofreu um maior efeito
antibiofilme do que a ATCC. A maior redugio de atividade metabodlica verificada na estirpe
ATCC foi de 22,16 %, na concentracao 0,5 % de QPEI No entanto, e em relacio a estirpe
clinica, importa referir que as concentragdes de 0,125 %, 0,25 % e 0,5 % de QPEI causaram uma

reducdo de atividade metabdlica de 71,03 %, 74,20 % e 77,97 %, respetivamente.

Mecanismo de Acao

Ao fim de 15 min, cerca de 42 % das células foram marcadas com o IP o que significa que sofreram
lesio da membrana. Em relacdo a avaliagio da despolarizagio celular mediante o DiBAC (3), a

média de intensidade de fluorescéncia aumentou para o dobro.
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FIGURA 1 - Efeito da acado do QPEI sobre a formagédo e desagregacéo dos biofimes de E. faecalis ATCC e
clinica (EF1), em percentagem de células metabolicamente ativas (método XTT). A: inibicdo da formagéo de
biofilme E. faecalis ATCC, B: inibi¢cdo da formagéo de biofilme E. faecalis clinica, C: desagregacao do biofiime E.
faecalis ATCC e D: desagregacao do biofilme E. faecalis clinica. * Diferenga estatistica em relacdo ao controlo
positivo (concentragdo 0 mg/mL) (p < 0,05).
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FIGURA 2 - Histogramas representativos da andlise de citometria de fluxo em relac&o a células néo tratadas
do microrganismo E. faecalis ATCC (A e C) e células tratadas com valores de CML (1 % m/v) do QPEI (B
e D), marcadas com DIBAC,(3) (A e B) e IP (C e D), apés 15 min. As leituras foram efectuadas no canal de
fluorescéncia FL1 (530/30 nm) para o DIBAC,(3) e FL3 (670 nm) para o marcador IP.
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4.1.4. DISCUSSAO

O presente estudo teve como primeiro objetivo a sintese e caraterizacio de nanoparticulas de
QPEI. As nanoparticulas de QPEI foram preparadas através do método de amina¢io redutiva e
N-metilagdo, o que leva a0 aumento da sua carga positiva através da conversao de grupos amina
primarios,secundarios e terciarios do PEI em grupos catidonicos de amoénia quaternaria (1). O valor
do potencial zeta das nanoparticulas de QPEI de aproximadamente 68,5 mV foi determinado e
utilizado neste estudo. Este valor estd associado a particulas com potencial eficiéncia contra
varias espécies bacterianas (2, 3). O tamanho de particula de cerca de 58 nm confirmou a escala
nanométrica das particulas, permitindo uma extensa e especifica area da superficie do material,
com varias porcoes carregadas positivamente, capazes de exercer atividade antimicrobiana.
Lin et at. (4) relataram que a N-alquilacio do PEI pode ser eficaz contra uma variedade de
bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo. Beyth et al. (5) sugeriram que as caracteristicas
de carga positiva e a insolubilidade deste material estio relacionadas com o mecanismo de agdo
antibacteriano; compostos de amoénia quaternaria causam a lise das células bacterianas através da
ligacao a componentes da parede celular, promovendo perdas do material citoplasmatico. Existem
varios parametros que determinam o impacto de um agente antimicrobiano, tal como a carga
de superficie positiva e a natureza hidrofobica do agente. Como as superficies bacterianas sio
carregadas negativamente, a um pH fisiologico, os compostos com grupos de amodnia quaternaria

(catidnicos) tém sido identificados como agentes antibacterianos.

O segundo objetivo do estudo realizado foi avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme
das nanoparticulas de QPEI contra o microrganismo Enterococcus faecalis. O microrganismo E.
faecalis tem sido selecionado para estes ensaios por ser resistente a terapéutica antimicrobiana em
Endodontia e por ser frequentemente detetado em canais radiculares de dentes com periodontite

apical pos-tratamento endodontico (6-8).

Em relacdo a suscetibilidade antibacteriana foi observado um efeito bactericida das nanoparticulas
de QPEI (1 % m/v). A concentragio de 0,5 % (m/v) representa o valor de CIM obtido para
o microrganismo E. faecalis, ou seja, o valor em que as nanoparticulas QPEI tém um efeito
bacteriostatico. Assim, pelos resultados obtidos, esta concentra¢io podera ser considerada a

concentracao minima mais eficaz para que o microrganismo seja afetado no estado plancténico.

Apesar dos padroes globais de suscetibilidade relativamente semelhante entre as estirpes de E.
faecalis selecionadas foram observadas varia¢des, o que parece confirmar a necessidade do uso de
diferentes estirpes isoladas a partir dos locais de interesse a estudar. De realcar, que em ambos

os ensaios de avaliacdo do biofilme, inibicdo e degradagio, a estirpe clinica foi um pouco mais

AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS E IMUNOLOGICAS DE UM Novo GIMENTO ENDODONTICO

101



102

nanoparticulas de QPEIl e cimentos endoddnticos

suscetivel 4 acdo do QPEI, uma vez que, foi maior a redu¢do da atividade metabolica em todas as
concentragdes testadas,em compara¢ao com a estirpe ATCC. Na avalia¢do da inibi¢io de formagio
de biofilme do microrganismo E. faecalis ATCC verificou-se um efeito dose-dependente e, apesar
da concentracdo mais baixa testada (0,625 %) apresentar uma reducio de atividade metabodlica
(27,52 %), estatisticamente significativa (p < 0,05) em relacio ao controlo,a concentra¢io de 0,5 %
¢ mais eficaz (reducio de atividade metabodlica de 78,29 %). Em relagio a estirpe clinica o mesmo
nio é valido, pois os valores de redu¢io de atividade metabodlica das 3 maiores concentragdes
testadas (0,125 %, 0,25 % e 0,5 %) apresentaram valores muito semelhantes (~ 85 % - 88 %).
A determinacdo da inibi¢do de formag¢io do biofilme pode representar em termos clinicos um
ensaio de prevencio de contaminag¢io bacteriana que, no tratamento endodontico, corresponderia
a manutencio das condi¢des de assepsia atingidas durante a preparacio quimico-mecanica. A
avaliacdo da desagregaciao do biofilme bacteriano, por sua vez, representa o tratamento, ou seja,
a eficicia em eliminar possiveis bactérias remanescentes resistentes ao tratamento endodontico.
Neste ensaio, os valores de reducio de atividade metabolica nio foram tio elevados como os do
ensaio de inibi¢do de formacao do biofilme, em ambas as estirpes. Este facto nio é surpreendente
uma vez que se espera uma maior dificuldade em perturbar um biofilme ja formado do que a
inibi¢do da sua formacio. O facto de as nanoparticulas de QPEI apresentarem os dois efeitos
(inibicido de formacio de biofilme e degradacio do biofilme formado) em concentra¢des sub-

inibitérias parece muito interessante.

Em rela¢io a determinacio do mecanismo de acdo das nanoparticulas QPEI por citometria
de fluxo, os resultados obtidos foram muito semelhantes aos do Estudo 1 (Capitulo 3). Assim,
ao fim de pouco tempo (15 min), as nanoparticulas de QPEI lesam gravemente a membrana
citoplasmatica do microrganismo E. faecalis e ainda induzem a despolarizacio da membrana

celular.

A possibilidade de melhorar e prolongar os efeitos antibacterianos dos cimentos endoddnticos
tem o potencial de contribuir para a melhoria da desinfecdo do sistema de canais radiculares. A
incorporagio de nanoparticuldas de QPEI, em dois cimentos endodonticos diferentes quanto
a sua constitui¢ido base, foram o ponto de partida para a hipdtese de aumento da atividade

antibacteriana e/ou prolongamento dos efeitos antibacterianos destes materiais.
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4.2. ESTUDO 3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E PROPRIEDADES
FiSICO-QUIMICAS E MECANICAS DE CIMENTOS ENDODONTICOS COM
INCORPORAGCAO DE NANOPARTICULAS DE QPEI

4.2.1. OBJETIVOS

* Avaliagio da atividade antimicrobiana dos cimentos de obtura¢io AH Plus
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS)
(Kerr Italia Srl, Salerno, Italia), incorporados com nanoparticulas de QPEI, a
1% e 2 % (m/m) contra o Enterococcus faecalis ATCC e duas estirpes clinicas
endodonticas (RW35 e RN44);

* Avaliacio das propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos cimentos de
obturacio AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal
Sealer EWT (PCS) (Kerr Italia Srl, Salerno, Itilia) incorporados com
nanoparticulas de QPEI a 1 % e 2 % (m/m), de acordo com a Norma ISO
6876;

4.2.2. MATERIAIS E METODOS

Estirpes Bacterianas e Condicoes de Cultura

Tres estirpes de E. faecalis foram utilizadas neste estudo: ATCC 29212 e duas estirpes clinicas
isoladas de canais de dentes submetidos a tratamento endodontico (RW35 e RN44) (9). As
estirpes foram cultivadas overnight a 37°C, em meio de cultura TSB (Difco, Detroit, MI, EUA)
suplementado com 1 % de glicose (Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA). A pureza da cultura
foi verificada e o indculo foi ajustado em PBS para uma turbidez de 0,5 na escala de McFarland
(cerca de 1,5 x 10* UFC/mL).

Amostras

Os cimentos endodonticos testados neste estudo foram o cimento AH Plus (AH) (Dentsply
DeTrey, Konstanz, Alemanha) e o Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr Italia Srl, Salerno, Italia).
As nanoparticulas de QPEI foram incorporadas nos cimentos em ambas as concentra¢des de 1 %

e 2 % (m/m). Os cimentos foram preparados segundo as instru¢des do fabricante.
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Teste de Contacto Direto (DCT)

O teste de contacto direto (DCT) foi realizado como descrito previamente por Zhang et al.
(10). Uma placa de poliestireno de 96-pocos (modelo 92096 TPP “Techno Plastic Products”,
certificacio ISO 9001, Trasadingen, Sui¢a) foi colocada verticalmente e uma area de tamanho
fixo na parede lateral dos pocos foi revestida com aproximadamente 30 pL de cada um dos
materiais testados, usando uma seringa de insulina e uma espatula de composito. Os cimentos
foram testados até 20 min apds a mistura (amostras frescas) ou armazenados por 7 dias,a 37°C em
100 % de humidade relativa (amostras envelhecidas) em estufa. Aliquotas de 10 pL de suspensio
bacteriana (contendo cerca de 1,5 x 10° bactérias) foram colocadas sobre a superficie de cada
cimento. A suspensio bacteriana foi aplicada nas paredes de pogos nio revestidos - grupo controlo
positivo. Nio foi aplicada suspensio bacteriana nas paredes de pogos revestidos com cimentos -

grupo controlo negativo.

As placas de 96-pogos foram incubadas a 37°C em 100 % de humidade relativa, durante 10, 30
e 60 min e em seguida colocadas na horizontal de modo a permitir que 200 pL de TSB fosse
adicionado a cada poco. A suspensdo bacteriana de cada po¢o foi misturada suavemente com uma
pipeta durante 1 min e em seguida, o contetdo foi transterido para placas de microdilui¢io estéreis
e submetido a 10 dilui¢des em série, em soluc¢ao salina estéril. A sobrevivéncia bacteriana foi
determinada por cultura de aliquotas de 10 puL de cada dilui¢io em placas de agar Mitis Salivarius
(MS). As unidades formadoras de coldnias (UFC) foram contadas apds 24 h de incubacio a 37°C.

As amostras foram avaliadas em triplicado.

Teste de Difusao em Agar (ADT)

Com o auxilio de uma zaragatoa fez-se a inoculacio de 0,1 mL das 3 estirpes de E. faecalis em
placas de Petri com agar Mitis Salivarius (MS). Depois da adsor¢io, foram realizados no agar quatro
pogos com 6 mm de diametro e 5 mm de profundidade, onde foram depositados os cimentos
preparados. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 h. Os efeitos antibacterianos
de cada material testado foram determinados pelas medi¢des do diametro dos halos da zona
de inibi¢io em mm. Foi considerada como zona inibitéria, a menor distancia desde a margem
externa do pogo até ao ponto onde se verifica o inicio do crescimento bacteriano. As amostras de
cimentos comerciais e incorporados com nanoparticulas QPEI na concentragio de 2 % (m/m)

foram avaliadas em duplicado.

Propriedades Fisico-Quimicas e Mecénicas

As propriedades fisico-quimicas dos cimentos endodonticos, na férmula comercial e com
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incorporacao de nanoparticulas QPEI, tais como o tempo de endurecimento, fluidez, solubilidade,
porosidade aparente, alteracio dimensional, molhabilidade e potencial zeta foram determinadas.
O comportamento mecanico, como a resisténcia a compressio também foi investigado. Os testes
foram realizados de acordo com a Norma ISO 6876:2001 (11).

TEMPO DE ENDURECIMENTO

Trés discos de plastico com um diametro interno de 10 mm e espessura de 1 mm
serviram de molde. Os moldes foram preenchidos com cada material teste e posteriormente
transferidos para uma camara de fluxo com 95 % de humidade relativa, a 37°C. Decorridas
24 h do inicio de mistura dos materiais, uma agulha tipo Gilmore com uma massa de 100
+ 0,5 g e extremidade fixa de 2,0 £ 0,1 mm de diametro, foi aplicada verticalmente sobre a
superficie horizontal de cada amostra. A ponta da agulha foi limpa e a sondagem foi repetida até

as indentacdes deixarem de ser visiveis, tendo sido registado o tempo de endurecimento.
TESTE DE FLUIDEZ

Uma seringa graduada e descartavel de 1 ml foi utilizada para colocar 0,5 mL de
cimento numa placa de vidro (40 x 40 x 5 mm). Ap6s 180 £ 5 seg do inicio da mistura, outra
placa de vidro foi aplicada centralmente na parte superior do material, para fazer uma massa total
de 120 g. Dez minutos apds o inicio da mistura, a carga foi retirada e a média dos diametros,
maior e menor dos discos comprimidos, foi medido utilizando um calibrador digital com uma
leitura de 0,025 mm. A média das trés medi¢cdes para cada cimento, expressa em milimetros, foi

registada como o valor de fluidez do material.
SOLUBILIDADE

Moldes de aco inoxidavel com um diametro interno de 20 *+ 0,1 mm e altura
de 1,5 £ 0,1 mm, foram utilizados para a preparagio das amostras. Os moldes foram colocados
sobre uma placa de vidro e preenchidos com um ligeiro excesso dos materiais teste preparados.
Apbs o preenchimento dos moldes, uma outra placa de vidro foi colocada no topo dos moldes.
Trés conjuntos de amostras para cada material foram preparados de uma s6 vez.Todas as amostras
foram armazenadas durante 24 h numa camara de fluxo, a 37°C e 100 % de humidade relativa.
Os moldes (com as amostras) foram expostos ao ar durante 15 min e de seguida pesados trés
vezes, ¢ a média dos valores registados foi calculada. As amostras de cada material foram colocadas
individualmente em recipientes, previamente tarados, contendo 5 mL de agua destilada. Os
recipientes foram transferidos para uma estufa, a 37°C durante 24 h. Removeu-se as amostras,

e procedeu-se a sua lavagem com agua destilada tendo esta agua sido recolhida nos respetivos
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recipientes. A agua dos recipientes foi evaporada numa estufa a 105°C e de seguida estes foram
colocados num exsicador para arrefecimento e posterior pesagem. A diferenca entre este peso e
o peso original dos recipientes foi dividido pelo peso seco inicial das amostras e multiplicado por

100. O resultado foi registado como o valor de solubilidade.
POROSIDADE APARENTE

A porosidade aparente foi avaliada de acordo com o teste de imersdo (principio
de Arquimedes, norma ASTM C830), utilizando agua. As amostras foram inicialmente pesadas
em condigdes secas (I7). Ap6s 1 h de imersdo em dgua, a amostra foi pesada (1) e novamente
pesada ap6s imersio em agua (). A porosidade aparente da amostra foi calculada a partir da
massa de agua retida em poros abertos, de acordo com a seguinte férmula: Porosidade aparente
(o) =[(W,-W) / (W—-W)] x 100.

VARIAGAO DIMENSIONAL

Prepararam-se moldes cilindricos com um diametro de 6 mm e uma altura de 12
mm. Depois de preenchidos os moldes com cada material teste, o conjunto dos moldes e as placas
foram firmemente fixados com um gancho. Apds 5 min do inicio da mistura, o molde com o
gancho foi transferido para uma camara de fluxo com 95-100 % de humidade relativa ¢ mantido
durante 30 dias a 37°C. A dimensio dos cilindros foi novamente medida e a variacdo dimensional
(%) avaliada por meio da altera¢do do volume ((V,—V) /V) x 100,V representa o volume inicial
eV, o volume final). Estas medi¢des foram realizadas com um paquimetro, um instrumento de

medida extremamente preciso (Vernier Caliper, erro + 0,025 mm).
MOLHABILIDADE

A molhabilidade dos cimentos endodonticos foi determinada pela medi¢io
do angulo de contacto formado com agua ultrapura. Os cimentos testados foram espalhados
uniformemente sobre placas de vidro e mantidos num ambiente com 100 % de humidade
relativa, a 37°C, até endurecerem. Foi usado o método da gota séssil, avaliando-se pelo menos 10
gotas de 4 uL na superficie de cada uma das amostras secas. O equipamento Dataphysics - Contact

Angle Sistem OCA 15 Plus foi utilizado para medir o angulo de contacto.
PoTENCIAL ZETA

O potencial zeta das amostras dos cimentos em pd, comerciais ¢ incorporados

com nanoparticulas de QPEl a 1 % e 2 % (m/m), foi avaliado usando o equipamento Zetasizer
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Nano ZS (Malvern Instruments), um equipamento de microeletroforese de laser Doppler. Os pos
foram suspensos em agua ultrapura concentrada a 0,5 % (m/v). A suspensado foi filtrada através de
um filtro de celulose com poros de tamanho 0,2 um. Foi aplicado um campo elétrico as solugdes
aquosas com os cimentos em po dispersos, que em seguida se deslocaram a uma velocidade
relacionada com o seu potencial zeta. A profundidade de analise foi de aproximadamente 5 nm, e
os espectros foram recolhidos por um analisador hemisférico usando energia de passagem de 150
V. O célculo da mobilidade electroforética (EM) e o potencial zeta é determinado de acordo com
a seguinte equacao de Smoluchowski: ZP = 4ph/D x E, h corresponde a viscosidade em poise e
o D, a constante dielétrica do liquido de suspensio. Foram efetuadas trés leituras por amostra para

assegurar a reprodutibilidade.
RESISTENCIA A COMPRESSAO

Foram utilizadas cinco amostras cilindricas com uma propor¢io de 1:2 de base
de didmetro por altura para cada material testado. Utilizando um equipamento Tira Teste 2705,
cada amostra foi sujeita a for¢ca de compressio com uma célula de carga de 500 N, a uma taxa
de 0,3 mm/seg até fraturar. A carga maxima suportada antes da fratura foi considerada como a

resisténcia a compressao.

Analise Estatistica

Apbs verificar a aplicabilidade da distribuicdo normal aos resultados obtidos, foi efetuado o
teste ANOVA One-Way, seguindo-se o teste de Bonferroni para comparag¢des post hoc, com o

Software SigmaStat 3.5. As diferencas foram consideradas significativas a um nivel de p < 0,05.

4.2.3. RESULTADOS

Efeitos Antibacterianos

Os resultados do teste de contacto direto (DCT) para os efeitos antibacterianos nos cimentos
endodonticos, nio modificados ou contendo nanoparticulas de QPEI, estio representados
na Figura 3. No grupo de cimentos “frescos” (amostras frescas), o PCS apresentou os efeitos
antibacterianos mais fortes, independentemente da presenca de nanoparticulas de QPEI. A
eliminacio total de células bacterianas das duas estirpes endodonticas (RW 35 e RN44) foi
observada aos 10 min de contacto. O AH Plus demonstrou, de uma forma geral, propriedades

antibacterianas inferiores ao PCS. A erradicacdo bacteriana total foi observada somente ap6s 60
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min de contacto, com uma das estirpes (RW35). A incorpora¢io de nanoparticulas de QPEI
nio alterou significativamente a atividade antimicrobiana de nenhum dos cimentos em estado
“fresco” (p > 0,05).

Apbs 7 dias de endurecimento, ambos os cimentos PCS e AH Plus (comerciais) perderam efeito
antibacteriano contra todas as estirpes testadas (amostras envelhecidas). No entanto, o PCS
incorporado com nanoparticulas de QPEI em concentracdes de 1 % e 2 % (m/m), apresentou
atividade antimicrobiana contra todas as estirpes testadas de E. faecalis, no tempos de 30 e 60 min
de contacto, significativamente superior a formula comercial (p < 0,05). As trés estirpes de E.
faecalis foram completamente erradicadas no periodo de tempo de 60 min de contacto com o
cimento PCS 2 %. A incorpora¢io de nanoparticulas de QPEI (1 % ou 2 %) ao cimento AH Plus
nio promoveu qualquer aumento significativo do efeito antibacteriano ap6s o endurecimento.

Todos os controlos negativos apresentaram auséncia de crescimento bacteriano.

Os resultados do teste de difusio em agar (ADT), para os efeitos antibacterianos dos cimentos
endodonticos testados, nio demonstraram diferencas significativas (p > 0,05) entre os cimentos
na formulacdo comercial e os cimentos com nanoparticulas de QPEI 2 % e entre as diferentes
estirpes avaliadas. Tanto o cimento PCS como o AH Plus revelaram halos de inibicio de
crescimento bacteriano. O valor médio do diametro das zonas de inibi¢io promovido pelo PCS
para a estirpe E. faecalis ATCC foi de 4 mm e para ambas as estirpes clinicas de 3 mm. Os valores
meédios obtidos para o cimento PCS 2 % foram semelhantes (Figura 4). Em relacio ao cimento
AH Plus e AH Plus 2 %, os valores médios obtidos para a estipe ATCC foi de 4 mm e para ambas
as estirpes clinicas de 5 mm. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os cimentos
PCS e AH Plus (p > 0,05).
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FIGURA 3 - Teste de contacto direto. Sobrevivéncia de diferentes estirpes de Enterococcus faecalis apés 10,
30 e 60 min de contacto com os cimentos incorporados com nanoparticulas de QPEl a 1 % e 2 %. Amostras
frescas (A-C); amostras envelhecidas, apds 7 dias de endurecimento (D-F). CT, controlo positivo; PCS, Pulp
Canal Sealer EWT; AH, AH Plus. * Valores significativamente diferentes em relagdo aos cimentos comerciais, no
mesmo periodo de tempo (p < 0,05).
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FIGURA 4 - Resultado do Teste Difusdo em Agar (ADT). Zona de inibigdo de crescimento das amostras do
cimento PCS e PCS 2 % (nanoparticulas de QPEI 2 % m/m), em duplicado, contra Enterococcus faecalis ATCC.

Propriedades fisico-quimicas e mecénicas

As propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos cimentos com e sem a incorporagio de
nanoparticulas de QPEI estio registadas na Tabela 1. Comparando as propriedades dos cimentos
comerciais AH Plus e PCS, verificou-se um tempo de endurecimento muito maior para o AH
Plus, o qual também apresentou um ligeiro aumento nos valores de variacio dimensional e
valores inferiores na fluidez, em relacio ao PCS. Os resultados obtidos na avaliacio da solubilidade
e molhabilidade nos dois cimentos foram semelhantes. As principais diferengas verificaram-
se nos valores do potencial zeta e na resistéencia a compressio. O AH Plus apresentou valores
de resisténcia a compressio muito superiores aos valores do PCS. Relativamente ao potencial
zeta, apesar de ambos os materiais apresentarem valores proximos de zero, o cimento AH Plus
demonstrou uma carga de superficie negativa, em oposi¢io ao PCS, que demonstrou possuir uma

superficie carregada positivamente.

As propriedades dos cimentos incorporados com nanoparticulas de QPEI foram primeiramente
avaliadas com a concentra¢do de 2 % (m/m). Naquelas propriedades em que se registaram valores
muito diferentes em relacio aos cimentos comerciais também foram avaliados os materiais com
a concentragdo de 1 % (m/m). Os resultados indicaram que apenas o tempo de endurecimento,
a molhabilidade e o potencial zeta dos cimentos testados sofreram alteracoes pela presenca de
nanoparticulas de QPEIL. O PCS 2 % QPEI demonstrou um aumento significativo do tempo de
endurecimento (p < 0,05). Ambos os cimentos comerciais (AH Plus e PCS) apresentaram um
comportamento hidrofobico, mas apds a incorporag¢io de nanoparticulas de QPEI tornaram-

se hidrofilicos. O aumento da molhabilidade foi diretamente proporcional ao aumento
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da concentra¢io de nanoparticulas de QPEI, para ambos os cimentos. A incorporagio de
nanoparticulas fez com que a carga de superficie se tornasse mais positiva em ambos os cimentos.
A incorporagio de 2 % QPEI ao cimento AH Plus causou um ligeiro aumento na carga da
superficie enquanto que a concentragio de 1 % demonstrou apenas um aumento minimo. A
carga da superficie da matriz de PCS demonstrou uma alteragio significativa nos valores obtidos
(com 2 % e 1 % m/m) uma vez que passou de 3,93 + 0,18 mV para 69,80 £ 2,28 mV, apo6s a
incorporacao de 2 % (m/m) de nanoparticulas QPEI (p < 0,05).

AH Plus Pulp Canal Sealer EWNT

Propriedades AH-0% AH-1% AH-2% PCS-0% PCS-1% PCS-2%
Tempo de Endurecimento (min) 470 £10 475 £ 10 475 £15 55+2 60 +3 62 +3*
Fluidez (mm) 29,0+0.66 28,4+055 27,8+0,21 33,6 +0,60 32,7+0,30 32,0 +0,31
Solubilidade (%) 0,7 0,1 - 0,8 +0,1 0,9+0,2 - 0,9 £0,1
Porosidade Aparente (%) 56+1,4 - 6,0+1,3 10,5+2,5 - 12,2+ 3,0
Variagdo Dimensional (%) -0,43 + 0,01 - -0,40 + 0,01 -0,23 £ 0,02 - -0,13 £ 0,01
Molhabilidade (o) 80,9 +0,4 658+1,9* 56,2+20" 84,0+1,2 704 +1,7* 50,4 + 3,4*
Potencial Zeta (mV) -8,26 +1,27 -8,12+1,25 -3,85+0,6" 3,93+0,18 46,7 +2,02* 69,80 +2,28
Resisténcia a Compressao (MPa) 7,68 + 0,41 - 7,56 0,04 1,18 £ 0,21 - 1,15 £ 0,30

TABELA 1 - Propriedades fisico-quimicas e mecanicas. 0 %, cimentos comerciais ndo modificados; 1 %,
incorporacao de QPEI nos cimentos na concentracdo 1 % m/m; 2 %, incorporacdo de QPEl nos cimentos na
concentragédo 2 % m/m. AH, AH Plus; PCS, Pulp Canal Sealer EWT. * Diferenga estatistica entre o grupo teste e
0 grupo de cimento comercial (p < 0,05).

4.2.4. DISCUSSAO

No presente estudo as nanoparticulas de QPEI foram incorporadas nos cimentos endodonticos
AH Plus e PCS, com o objetivo de aumentar os seus efeitos antibacterianos. As nanoparticulas
antibacterianas apresentam uma forte atividade antibacteriana, mais elevada do que os seus
homologos em po, o que pode estar relacionado com o facto de exibirem uma maior area de
superficie e de densidade de carga que parece favorecer a interacio com as superficies bacterianas
carregadas negativamente (12). Os resultados obtidos demonstraram que o cimento PCS com
nanoparticulas de QPEI, apds 7 dias de endurecimento (amostras envelhecidas), apresenta um
pronunciado efeito antibacteriano contra estirpes selecionadas de E. faecalis, superior ao cimento

comercial.
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Uma vez que a presen¢a do microrganismo E. faecalis estd associada a infe¢des de dentes com
periodontite apical, esta espécie tem sido utilizada em varias investigacOes sobre os efeitos
antibacterianos dos procedimentos, materiais e substancias utilizados no tratamento endodontico.
Além de uma estirpe ATCC com origem na urina, foram também incluidas nos estudos de
atividade antimicrobiana, duas estirpes endodonticas isoladas a partir dos canais radiculares de
dentes com tratamento endodontico e periodontite apical e ja antes caracterizadas em estudos
anteriores (9).A utilizagdo de estirpes isoladas do ambiente de interesse ¢ fortemente recomendada
para investigacOes desta natureza, apesar de nem sempre os estudos incluirem estirpes clinicas.
Este estudo reforcou o que antes ja tinha sido referido (Estudo 2), ou seja, que existem diferengas
nos padrdes globais de suscetibilidade das estirpes, o que da énfase a necessidade do uso de

diferentes estirpes clinicas implicadas nas infe¢des, alvo de estudos.

Shvero ef al. (13) observaram que a incorporagio de baixas concentragdes (0,5 %, 1 % e 2 %
m/m) de nanoparticulas QPEI num cimento provisorio, conferiu efeitos antibacterianos (1 %
e 2 %) contra Streptococcus mutans e E. faecalis, por um periodo de 14 dias. Além disso, Beyth
et al. (14, 15) obtiveram um melhor desempenho clinico de resinas compostas incorporadas
com nanoparticulas QPEI 1 % (m/m), pela inibicdo do crescimento bacteriano e prevengio das

altera¢des de rugosidade da superficie dos materiais.

No presente estudo, o ensaio de avalia¢do da atividade antibacteriana utilizado, o teste de contacto
direto (DCT), foi modificado de forma a permitir a analise do efeito bactericida (9). Assim, a
contagem de bactérias sobreviventes (UFC) foi calculada, ap6s cada tempo de contacto, por meio
de culturas bacterianas. A informag¢io obtida pela analise dos efeitos bactericidas é clinicamente
relevante porque as bactérias residuais, no caso de nio ser obtido efeito bactericida, podem
proliferar de novo quando os efeitos inibitorios do agente microbiano cessam. Importa referir
que a avaliagdo dos efeitos bacteriostaticos dos materiais pelo método classico de DCT, baseado
em medi¢oes de densidade Optica, podem ainda estar influenciados por particulas libertadas pelos

proprios cimentos (16).

A maioria dos cimentos endodonticos apresenta uma atividade antibacteriana insuficiente e
de curta dura¢io, que diminui significativamente ap6s presa (17-20), o que foi confirmado na
presente investiga¢io, particularmente para o PCS. A incorporagio de nanoparticulas de QPEI
prolongou o efeito antimicrobiano do PCS, ap6s endurecimento. Teoricamente, a possibilidade
de prolongar os efeitos antibacterianos dos cimentos de obturagdo pode ser extremamente
interessante na prevencdo da reinfe¢do do sistema de canais radiculares e, na forte probabilidade,
de afetar as bactérias residuais que consigam sobreviver aos procedimentos do tratamento

endodontico. O PCS é um cimento a base de 6xido de zinco-eugenol, amplamente descrito em
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relacdo a pronunciada atividade antibacteriana que apresenta, independentemente dos métodos
utilizados para a avaliacio antimicrobiana (20-23). A maioria dos seus efeitos antibacterianos
¢ atribuida ao eugenol (24), embora o 6xido de zinco e prata presentes na composicio do po,
também apresentem propriedades antimicrobianas. Os resultados desta investigacdo confirmaram
que o PCS ¢ eficaz no estado fresco, mas perde eficacia apds endurecimento. A incorporagio de
nanoparticulas de QPEI em baixas concentracdes (1 % e 2 % m/m) aumentou significativamente
os efeitos antibacterianos em amostras endurecidas permitindo inferir que se traduzird em efeitos

antimicrobianos de longa duracio do cimento.

O cimento endodontico AH Plus também foi testado, uma vez que tem sido continuamente
utilizado em estudos comparativos das propriedades fisico-quimicas, antimicrobianas e bioldgicas
dos cimentos (25, 26). Intmeros investigadores utilizaram o DCT e observaram que apenas
as amostras frescas de AH Plus possuem atividade antibacteriana, enquanto que as amostras
envelhecidas nio apresentam efeitos significativos sobre E. faecalis (9, 20, 27). Os resultados do
presente estudo estio em linha com as investigacdes anteriores. As amostras frescas evidenciaram
eficicia antibacteriana (exceto para uma estirpe clinica endodontica) e as amostras envelhecidas
nio apresentaram efeitos significativos. A incorporacido de nanoparticulas de QPEI no cimento
AH Plus, independentemente da concentragio utilizada, nio melhorou os efeitos antibacterianos,
tanto nas amostras frescas como nas envelhecidas.As razdes pelas quais isto ocorre sio desconhecidas,
mas pode especular-se que as nanoparticulas de QPEI poderio ficar orientadas com uma
configuracio em que os grupos hidrofilicos permanecam na superficie do AH Plus, embora
esta nio fique tao fortemente carregada, possivelmente devido a complexa composi¢io quimica
do cimento, o que pode afetar a disponibilidade de carga. Esta explicacio ganha credibilidade,
quando se verifica o aumento na molhabilidade do cimento AH Plus (grupos hidrofilicos sobre

a superficie do cimento) e a alteracio quase nula do valor do potencial zeta.

Um estudo recente, também avaliou os efeitos da incorpora¢io de baixas concentrac¢des (0,5 %,
1 % e 2 % m/m) de nanoparticulas de QPEI sobre a atividade antibacteriana dos cimentos AH
Plus e GuttaFlow, apds 4 semanas de endurecimento, contra uma estirpe clinica de E. faecalis (28).
No entanto, os resultados obtidos no presente estudo em relagio ao cimento AH Plus estio em
desacordo com a investigag¢do referida (28). O facto dos métodos de avaliacido utilizados serem
diferentes pode ser uma justifica¢io valida. No estudo de Kesler-Shvero ef al. (28), a viabilidade
bacteriana foi estabelecida usando uma curva de calibracio baseada em valores de densidade
optica (teste de contacto direto convencional). Uma complica¢do associada a este método é que
as nanoparticulas podem elas mesmo contribuir para uma maior densidade Optica da amostra

(16). Outra possivel razio para a diferenca de resultados referida, pode estar relacionada com os
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diferentes lotes de cimentos utilizados nos estudos, porque mesmo amostras de AH Plus obtidas
a partir das mesmas embalagens podem apresentar diferentes propriedades fisico-quimicas (29),

eventualmente com possiveis implicacdes na a¢io antimicrobiana.

O método tradicional de difusio em agar (ADT), utilizado para a avaliagio da atividade
antibacteriana dos cimentos endodonticos, nio reflete adequadamente as condi¢des clinicas. No
entanto, este teste também foi realizado como ferramenta de comparacio com os resultados
disponiveis na literatura. Os resultados obtidos mediante este estudo confirmaram que ambos
os cimentos endodonticos, PCS e AH Plus, apresentam atividade antibacteriana, o que esta
de acordo com os resultados de varias investiga¢des (30-33). Os resultados sugerem que as
nanoparticulas QPEI adicionadas aos cimentos endodonticos nio sio libertadas da matriz do
cimento impedindo a sua a¢do antibacteriana. Tal como se suspeitava, devido a insolubilidade
das nanoparticulas, estas particulas atuam por contato direto. Ainda assim, importa referir que
também Kesler-Shvero ef al. (28) realizaram o teste ADT para os cimentos na féormula comercial
e com 2 % de nanoparticulas QPEI e reportaram a auséncia de formagio de qualquer halo de
inibi¢do do crescimento bacteriano, independentemente, dos materiais testados. No entanto, esta
avaliacdo foi determinada apds 4 semanas de endurecimento dos cimentos o que pode explicar

os resultados reportados, uma vez que apés presa os materiais perdem atividade antibacteriana.

Os ensaios de avaliagio das propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos cimentos AH Plus e
PCS incorporados com 1 % e 2 % (m/m) de nanoparticulas de QPEI também foram realizados.
Os resultados obtidos indicaram que a incorpora¢io de nanoparticulas de QPEI nos cimentos
de obtura¢io nio afetou significativamente a maioria das propriedades avaliadas, exceto o tempo
de endurecimento (PCS), a molhabilidade (PCS e AH Plus) e a carga de superficie (PCS e AH
Plus). As nanoparticulas de QPEI utilizadas neste estudo tém um ntcleo hifrofilico reticulado
ligado a uma cadeia hidrofébica que contém os grupos cationicos de amodnia quaternaria. Como
ambos os cimentos sio constituidos por varios materiais organicos e inorganicos, é dificil propor
um mecanismo de interacio cimento-QPEI. Os cimentos comerciais avaliados apresentaram
um comportamento hidrofébico. A incorporagio de nanoparticulas de QPEI tornou ambos os
cimentos mais hidrofilicos sendo possivel inferir que o nacleo das particulas fica mais perto da
superficie e as cadeias hidrofobicas em intera¢io com os componentes hidrofobicos dos cimentos.
A partida os cimentos com uma superficie mais hidrofilica apresentam uma maior facilidade de
penetracio nas irregularidades do sistema de canais radiculares, o que pode, de alguma forma, ter
implica¢des na eliminacio das bactérias residuais nestas areas. Além disso, apos a incorporagio
de QPEI foram observadas alteracdes na carga de superficie sendo possivel que, na interag¢do

cimento-QPEI, os grupos catidnicos localizem-se preferencialmente na superficie de ambos os
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cimentos, mas com menos cargas positivas disponiveis para o cimento AH Plus, como discutido

anteriormente.

De uma forma geral, tanto a eficicia antimicrobiana como a baixa toxicidade sio propriedades
requeridas num cimento endodontico ideal. Com a incorpora¢io de nanoparticulas de QPEI
¢ esperada uma atividade antimicrobiana superior, mantida a longo prazo e com poucos efeitos
citotoxicos, uma vez que este material apenas atua localmente, por contacto (34). Recentemente,
foram avaliados os efeitos citotoxicos de trés cimentos comerciais (AH Plus, GuttaFlow e
Epiphany),antes e depois da incorporagio de 1 % QPEI, e os resultados obtidos ndo demonstraram

influéncia significativa sobre a biocompatibilidade do cimento (35).

A avaliacio da citotoxicidade destes cimentos deve ser tema sujeito a investigacdo antes de os
cimentos endoddnticos, com nanoparticulas de QPEI, serem aprovados para uso clinico. Do
mesmo modo a avalia¢io da atividade antibiofilme dos cimentos é fundamental pela importancia

e significado clinico que representa.

4.3.ESTUDO 4 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DE CIMENTOS ENDODONTICOS
COM INCORPORACAO DE NANOPARTICULAS DE QPEI

4.3.1. OBJETIVOS

* Avaliagio da atividade antibiofilme dos cimentos de obturacio AH Plus
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS)
(Kerr Italia Srl, Salerno, Italia) incorporados com nanoparticulas de QPEI a
2 % (m/m), por um método de contacto direto material-biofilme e restri¢io
por membrana;

e Avaliagio da atividade antibiofilme dos cimentos de obturacio AH Plus
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) e Pulp Canal Sealer EWT (PCS)
(Kerr Italia Srl, Salerno, Italia) incorporados com nanoparticulas de QPEI a
2 % (m/m), pelo método de cristal de violeta;
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4.3.2. MATERIAIS E METODOS

Amostras

Os cimentos endodonticos utilizados neste estudo foram o cimento AH Plus (AH) (Dentsply
DeTrey, Konstanz, Alemanha) e o Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr Italia Srl, Salerno, Italia).
As nanoparticulas de QPEI foram preparadas e incorporadas nos cimentos com a concentragcao

de 2 % (m/m). Os cimentos foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante.

Atividade Antibiofilme

ConTato DIReTO E RESTRICAO POR MEMBRANA

As estirpes de E. faecalis,uma ATCC 29212 e outra clinica RW 35, foram cultivadas
overnight a 37°C, em meio de cultura TSB (Difco, Detroit, MI, EUA). O in6culo bacteriano fo1
padronizado para uma densidade 6ptica (DO) de 0,1 (600 nm). A formacio dos biofilmes foi
induzida em discos de papel (4 mm de diametro, Whatman GmbH, Dassel, Alemanha) e em
membranas de nitrato de celulose (tamanho de poro de 0,22 pm, 13 mm de diametro, Whatman
GmbH, Dassel, Alemanha). Os discos e as membranas foram colocados sobre a superficie das
placas de agar de Mitis Salivarius (MS). Em seguida, aliquotas de 5 mL e 10 mL de suspensio
bacteriana foram aplicadas a superficie de cada disco e membrana, respetivamente. As placas

foram armazenadas durante 48 h a 37°C.

Para o teste de contacto direto material-biofilme, sobre os biofilmes formados em discos de
papel e membranas, foram colocados cerca de 40 pL de cada um dos cimentos frescos. No
ensaio da membrana de restri¢do, antes da coloca¢io do cimento, foi colocada uma membrana
de filtro estéril sobre os biofilmes formados nas membranas. Foram usados quatro discos ou
membranas por cada cimento. O tempo de contacto em ambos os testes foi de 30 min, a 37°C.
Apos o periodo de contacto, no teste direto a maior parte do cimento foi retirado da superficie
do disco de papel usado. No ensaio da membrana de restricdo, a membrana de filtro com o
cimento foi descartada. Como controlos positivos, foram utilizados discos e membranas com
biofilme formado, sem qualquer contacto com o cimento; os controlos negativos, consistiram em
discos e membranas estéreis, expostos aos cimentos. Os discos e as membranas foram transferidos
para frascos contendo 2 mL de solu¢do salina estéril tamponada com fosfato (PBS) e foram
ligeiramente agitados para remover as células ndo aderidas. De seguida, foram transferidos para
um outro frasco contendo 2 mL de PBS, que sofreu centrifugacdo durante 30 seg, seguido de

ultra-sons durante 5 min. Apos 10 diluicdes em série em solugdo salina estéril, a sobrevivéencia
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das bactérias foi determinada por cultura de aliquotas de 10 pL de cada dilui¢io em placas de
agar MS. Apds incubagio, por um periodo de 24 h a 37°C, contaram-se as unidades formadoras
de colonias (UFC).

Ensaio CRisTAL VIOLETA

As amostras foram preparadas de acordo com a Norma ISO 10993-5 (36).
Resumidamente, apds a mistura do cimento (de acordo com as instru¢des dos fabricantes), 0,1 g
de cada cimento foram colocados em pogos de placas de 24-pocos, aos quais foram adicionados
1 ml de solu¢io salina. Logo de seguida, as placas foram incubadas durante 24 h e 48 h, numa
camara a 37°C, em ambiente com humidade relativa. Os extratos obtidos foram coletados. Um
terceiro grupo experimental consistiu numa suspensio densa de cada cimento, preparadas da
seguinte forma: os cimentos foram misturados de acordo com as indica¢des dos fabricantes (2,5
g cada) e deixados a endurecer por 48 horas a 37°C, numa camara em ambiente com humidade
relativa. Em seguida, as amostras de cimento foram moidas num moinho criogénico 6750 (Spex,
Metuchen, New Jersey, EUA) que atua pela temperatura de azoto liquido; 2 g de p6 de cada

material foi misturado com 20 mL de solucio salina.

A biomassa dos biofilmes foi visualizada e quantificada por um ensaio de cristal de violeta
modificado. Utilizaram-se as mesmas estirpes bacterianas usadas no ensaio de avaliacio do efeito
antibiofilme, descrito previamente. As estirpes foram cultivadas overnight a 37°C, em meio de
cultura TSB (Difco, Detroit, MI, EUA) suplementado com 1 % de glicose (Merck, Whitehouse
Station, NJ, EUA). O in6culo bacteriano foi ajustado em PBS para uma turbidez de 0,5 na
escala de McFarland (cerca de 1,5 x 10 UFC/mL). Ap6s agita¢io por vortice, aliquotas de 200
pL da suspensio bacteriana foram distribuidas em pogos de placas de poliestireno de 96-pogos
(modelo 92096 TPP “Techno Plastic Products”, certificagio ISO 9001, Trasadingen, Suica) e
incubadas durante 24 h a 37°C. O contetido de cada poco foi coletado e os pocos foram lavados
trés vezes com 200 pL de PBS, para remoc¢io das células pouco aderidas. Foram aplicados 200
pL por pogo dos extratos e suspensdes pesadas dos cimentos, durante 120 min a 37°C. Depois
de remover as amostras dos cimentos, cada pog¢o foi lavado trés vezes com PBS e em seguida
aplicou-se 200 mL de solu¢io de cristal de violeta a 0,1 %, durante 20 min e a temperatura
ambiente, para que as bactérias aderentes fossem marcadas. O excesso de corante foi removido
por lavagem abundante com agua destilada. As placas foram viradas e secas ao ar livre e o corante,
ligado as células aderentes, foi solubilizado com 150 mL de etanol a 95 % durante 5 min. Para
quantificar a biomassa de biofilme remanescente apos o tratamento, a absorvancia (590 nm) da
solucio de violeta de cristal foi medida, utilizando um leitor de ELISA (Modelo 680, Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, EUA). Para o controlo positivo, foi utilizado soro fisiologico em vez
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da substancia teste. Para o controlo negativo, utilizou-se meio de cultura estéril. Todos os ensaios
foram realizados com quatro repeti¢des, em duas ocasides diferentes. O valor de cut-off para as
medicoes de densidade optica (DO) foi definido como trés desvios padrio acima da média
da DO do controlo negativo (37). Portanto, os valores finais de OD foram expressos como o
valor médio da DO reduzido pelo valor de cut-off- Todos os procedimentos experimentais foram

realizados em condi¢des assépticas.

Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados usando o programa estatistico SPSS, versao 20.0 (Chicago,
IL, EUA). Os efeitos antibiofilme dos materiais testados em todos os ensaios, e contra as duas
estirpes de E. faecalis, foram comparados por uma anilise de variancia ANOVA e teste post hoc
de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas a um nivel de significancia estatistica de
p < 0,05.

4.3.3. RESULTADOS

A avaliacdo da atividade antibiofilme, pelo ensaio de contacto direto material-biofilme e de
restricdo por membrana, fornece informagdes sobre os efeitos dos materiais testados sobre a
viabilidade das células que formam o biofilme. A formag¢io de biofilme nos discos de papel e
nas membranas de nitrocelulose foi confirmada por microscopia eletronica de varredura. Os
resultados obtidos demonstraram que o PCS 2 % foi o tinico material capaz de promover a total
erradicacio dos biofilmes de E. faecalis ATCC, tanto no teste direto material-biofilme como
no de restricio por membrana (Figura 5). Este material foi significativamente melhor do que
todos os outros materiais testados e do que o controlo positivo (p < 0,01). Além disso, todos os
materiais promoveram uma reducdo significativa das contagens bacterianas dos biofilmes de E.
faecalis ATCC, em comparagdo com o controlo positivo, em ambos os testes (p < 0,05). No ensaio
de membrana de restricdo, o cimento AH Plus 0 % apresentou resultados significativamente
melhores do que o cimento AH Plus 2 %. No teste de contacto direto, contra E. faecalis RW35,
o cimento PCS 2 % foi significativamente mais eficaz do que os outros materiais € o inico que
promoveu contagens bacterianas significativamente mais baixas do que o controlo positivo (p <
0,05). No ensaio de restricio por membrana contra a estirpe RW35, nenhum material mostrou

efeitos letais significativos (Figura 5: B).
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FIGURA 5 - Efeitos de cimentos endodoénticos sobre os biofilmes de duas estirpes de Enterococcus faecalis
(ATCC e RW35). Ensaios antibiofilme: contacto-direto (A) e membrana de restricao (B).

A avaliacio da atividade antibiofilme, pelo método de ensaio cristal de violeta, fornece informagdes
sobre os efeitos dos materiais sobre a biomassa do biofilme. Nesta experiéncia, o cimento AH Plus, 11s
com ou sem nanoparticulas QPEI, demonstrou em geral os melhores valores de DO. No entanto,
a analise estatistica revelou que apenas o material AH 2 % obteve leituras DO significativamente
menores do que o grupo controlo positivo da estirpe ATCC (p < 0,05) (Figura 6). Nio foram
observados outros efeitos significativos sobre a biomassa do biofilme, das duas estirpes de E. faecalis,

por qualquer dos cimentos testados (p > 0,05).
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FIGURA 6 - Efeitos dos cimentos endoddnticos sobre os biofilmes de duas estirpes de Enterococcus faecalis
(ATCC e RW35). Ensaio antibiofilme cristal de violeta. A, extratos de cimentos 24 h; B, extratos de cimentos 48
h; C, suspensédo dos cimentos 48 h.
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4.3.4. DISCUSSAO

Idealmente, os cimentos endodonticos devem apresentar atividade antibiofilme, o que pode
incluir a capacidade de matar células bacterianas e/ou perturbar a biomassa do biofilme. Os
resultados obtidos no ensaio antibiofilme, em ambos os testes de contacto direto material-
biofilme e de restricio por membrana, demonstraram que o cimento PCS com nanoparticulas
de QPEI (PCS 2 %) foi o tnico material capaz de promover a morte de todas as bactérias dos
biofilmes, formados pela estirpe de E. faecalis ATCC. Este cimento também foi significativamente
mais eficaz do que os outros materiais, no ensaio antibiofilme de contacto direto, contra a estirpe
E. faecalis RW35. Estes resultados estao de acordo com os resultados obtidos no estudo anterior
(Estudo 3, Capitulo 4), utilizando o DCT para avalia¢io da atividade antimicrobiana sobre células
planctonicas das mesmas estirpes. Quanto aos efeitos sobre a biomassa do biofilme, apenas o
cimento AH Plus com nanoparticulas de QPEI (AH Plus 2 %), demonstrou valores de DO
significativamente reduzidos quando comparado com os outros grupos, resultado observado para
a estirpe E. faecalis ATCC.

Mais uma vez, o microrganismo E. faecalis foi utilizado no presente estudo, pois ¢ uma das
espécies predominantes nos canais radiculares dos dentes com periodontite apical pés-tratamento
endodontico, apresentando-se resistente as substancias antimicrobianas (solu¢des irrigantes e
medica¢io intracanal) mais utilizadas no tratamento endodontico (6, 38, 39). As duas estirpes
utilizadas foram as mesmas dos estudos descritos anteriormente (ATCC e RW35). No ensaio
antibiofilme foram observadas variacdes no comportamento entre as estirpes ATCC e clinica,
que merecem aten¢io e reforcam a conveniéncia de uma selecio adequada do tipo de estirpe,
a ser utilizada de acordo com o objetivo do estudo. A estirpe clinica de origem endodontica
(RW35) foi menos afetada pelos cimentos testados do que a estirpe ATCC. Entre as estirpes
clinicas a varia¢do da suscetibilidade é corroborada por outros autores (9, 40), podendo a diferente

capacidade de formagio de biofilmes de cada estirpe justificar os resultados obtidos.

Os efeitos antibiofilme de substancias e materiais podem ser determinados por variados métodos
de investigacao (41), mas a maioria deles é extremamente dificil de adaptar para a avaliacao dos
cimentos de obturacio endodontica. Consequentemente, o nimero de estudos que avaliam os
efeitos antibiofilme dos cimentos (12, 20, 42) é bastante limitado. Um destes estudos, avaliou
a atividade de sete cimentos diferentes contra biofilmes de E. faecalis, formados em dentina de
origem bovina (42), enquanto os outros dois estudos, utilizaram ensaios antibiofilme de contacto
direto e restricio por membrana (12, 20). Enquanto que o primeiro estudo (42) tem a vantagem

de se aproximar das condi¢des clinicas, pela utilizacio de dentina para a formacio de biofilme, nos
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outros ensaios antibiofilme é mais facil padronizar, controlar e recuperar as células remanescentes
dos biofilmes experimentais. No presente estudo, a atividade antibiofilme foi avaliada contra
biofilmes monoespécies de E. faecalis isolados apds 48 h de incubag¢io. Os diferentes niveis de
maturacio dos biofilmes podem influenciar a suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (43,44),
portanto devem ser realizadas mais investigacOes sobre a atividade antibiofilme dos cimentos

endoddnticos contra biofilmes mais maduros.

No Estudo 3, verificou-se que a incorpora¢io de nanoparticulas QPEI no cimento PCS foi
significativamente eficaz em matar as células planctonicas, de trés estirpes de E. faecalis, 7 dias
ap6s endurecimento (amostras envelhecidas), sem afetar as varias propriedades fisico-quimicas
e mecanicas do cimento. A adi¢io de nanoparticulas de QPEI ao cimento induziu alteracdes
no potencial zeta e na molhabilidade, as quais parecem poder justificar o melhor desempenho
antibacteriano dos materiais. A obten¢io destes resultados motivou a realizacio do presente

estudo de analise dos efeitos antibiofilme dos mesmos materiais.

Uma possivel razio para a potenciacio dos efeitos antibacterianos e antibiofilme, apos a
incorporacao de nanoparticulas de QPEI, esta relacionada com o facto de os grupos catidonicos
de amoénia quaternaria ficarem localizados, preferencialmente, na superficie do cimento PCS.
Como ja foi referido anteriormente, as nanoparticulas de QPEI, utilizadas neste estudo, tém um
nuacleo hidréfilico reticulado ligado a uma cadeia hidrofébica que contém os grupos catidénicos
de amonia quaternaria. Também, ja se verificou, que a adicdo de nanoparticulas de QPEI torna
o cimento PCS mais hidrofilico. Um cimento endodontico com superficie hidrofilica parece ter
um melhor contacto com o biofilme e melhor capacidade de penetracdo nas estruturas deste
complexo ecossistema bacteriano, o que pode favorecer a eliminagio das bactérias e destrui¢do

da matriz extracelular do biofilme.

No presente estudo, o cimento AH Plus, com ou sem nanoparticulas de QPEI, foi eficaz apenas
contra biofilmes da estirpe ATCC. Curiosamente, no ensaio de restricio por membrana, a adi¢do
de QPEI reduziu a eficicia antibacteriana do cimento embora sem relevancia estatistica. Por
conseguinte, a incorporacdo de nanoparticulas de QPEI no cimento AH Plus, nio promoveu
melhoria na capacidade de causar morte celular, contra as duas estirpes de E. faecalis ATCC e
RW35. Uma explica¢do possivel para este resultado pode residir numa menor disponibilidade de
carga catidnica a superficie do cimento, por exemplo, por alguma interferéncia com componentes

do cimento.

A outra abordagem experimental utilizada foi o ensaio de cristal de violeta, em biofilmes formados

em placas de microdiluicdo. Este ensaio experimental tem sido amplamente utilizado para
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investigar os efeitos de substancias sobre a biomassa dos biofilmes (45-47). No presente estudo, o
método foi adaptado para permitir a avaliacio de cimentos de obtura¢io, recorrendo a obten¢io
de extratos dos cimentos de acordo com a Norma ISO 10993-5 de avaliacio de citotoxicidade
dos materiais e, também, pela preparacio de uma suspensio densa de cada material. Se por um
lado a obtencdo dos extratos simula o comportamento dos cimentos frescos, as suspensoes densas
preparadas simulam a a¢io de um cimento endurecido. Apesar da elevada reprodutibilidade e
a rapida quantifica¢io da diminui¢io do biofilme, este método semi-quantitativo marca tanto
células vidveis como células mortas, bem como a matriz do biofilme. Portanto, nio deve ser
utilizado especificamente para avaliar a viabilidade bacteriana (41,48). Mediante a utiliza¢io deste
ensaio colorimétrico, valores elevados de DO nio significam menor capacidade bactericida sobre
as células do biofilme mas permite aferir os efeitos na massa do biofilme. Assim, pelo exposto
pode-se justificar a auséncia de efeitos significativos do PCS 2 % no ensaio cristal violeta, material
que teve o melhor desempenho antibiofilme no ensaio de contacto direto material-biofilme. Os
resultados do ensaio cristal violeta do AH Plus 2 % sobre o biofilme ATCC sugerem, que os
componentes do cimento podem provocar alguma degradacio da matriz do biofilme produzida
por esta estirpe, apesar de o mesmo material ndo ter apresentado um efeito antibiofilme relevante

no ensaio direto.

Desempenhando o biofilme bacteriano um papel fundamental na etiologia das infe¢des

endodonticas, o desenvolvimento de cimentos de obturacio com atividade antibiofilme pode
. . N e :

potenciar os niveis de sucesso do tratamento endodontico. A utilizagio destes cimentos na

obturagio dos canais radiculares devera ser alvo de maior investigacdo no sentido de melhorar

esta capacidade, sem menosprezar a biocompatibilidade e comportamento fisico-quimico e

mecanico dos novos materiais.
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NOTA PREVIA

Este capitulo descreve a parte experimental, os resultados e a discussio do Estudo 5, intitulado
“Avaliagio da Biocompatibilidade de Cimentos Endodoénticos com Incorporagio de
Nanoparticulas de QPEI”.

Este estudo foi realizado em colabora¢io com o Laboratério do Metabolismo e Regeneraciao
Ossea da Faculdade de Medicina Dentéria da Universidade do Porto (FMDUP) e o Departamento
de Metalurgia e Materiais da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto (FEUP), Porto
(Portugal).
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5.1. ESTUDO 5 AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DE CIMENTOS
ENDODONTICOS COM INCORPORACAO DE NANOPARTICULAS DE QPEI

5.1.1. OBJETIVOS

* Avalia¢io da citotoxicidade de dois cimentos endodonticos (AH Plus e Pulp
Canal Sealer EWT) incorporados com 2 % m/m de nanoparticulas de QPEI,
usando células osteoblasticas e células osteoclasticas da medula dssea humana
e extratos dos cimentos, obtidos de acordo com a Norma ISO 109993-5;

5.1.2. MATERIAIS E METODOS

Amostras

Foram testados dois cimentos endodonticos: AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha)
e Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr Italia Srl, Salerno, Italia). As nanoparticulas de QPEI
previamente sintetizadas, foram incorporadas nos cimentos de obtura¢io na concentragio de 2 %

m/m, utilizando a metodologia descrita para os estudos anteriores.

Os cimentos foram preparados segundo as instrucdes do fabricante sob condigdes assépticas. Os
extratos dos cimentos, nio modificados e contendo nanoparticulas de QPEI, foram preparados
de acordo com a Norma ISO 10993-5 (1). Para cada cimento, colocou-se no fundo dos pocos de
uma placa de poliestireno de 24-pogos (2 cm?) (Orange Scientific, Braine-1’Alleud, Bélgica) 0,3
mL de cimento (~0,78g AH Plus;~ 0,62g PCS) e alisou-se a superficie do material. Imediatamente
depois, adicionou-se 1,5 mL de meio de cultura a cada poco. O meio de cultura consistiu em
alfa-Minimal Essencial Medium (O-MEM - Gibco, Reino Unido), 10 % de soro bovino fetal
(FBS), 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B.
As placas foram mantidas durante 24 h,a 37°C num ambiente hamido (5 % CO,/ar). De seguida,
o meio de cultura foi recolhido e filtrado (tamanho de poro de 0,2 pum), diluido (1:20, 1:100,
1:500, 1:2500 e 1:5000), aliquotado e congelado a -20°C. O pH do meio de cultura permaneceu
constante nesta gama de concentra¢des (pH ~ 7,4). Todos os procedimentos experimentais foram

realizados sobre condi¢des assépticas.
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Culturas de células osteoblasticas e osteoclasticas. Exposicao aos extratos dos

cimentos

As culturas de células osteoblasticas foram estabelecidas a partir de células mesenquimais humanas,
derivadas da medula 6ssea (HMSC - bm, Innoprot, Derio, Espanha). As células foram cultivadas
nas condi¢des descritas acima. O efeito dos extratos foi avaliado em células da 3* subcultura
(10* células/cm?). As células foram cultivadas em condi¢des que favorecem a diferenciacio
osteoblastica, isto €, em meio de cultura suplementado com 50 mg/mL de acido ascorbico e 10

nM de dexametasona (2).

Utilizando uma metodologia descrita anteriormente (3) e apds obtenciao de consentimento
informado de dadores de sangue (saudaveis, género masculino, 25-35 anos de idade), as culturas de
células osteoclasticas foram estabelecidas a partir da cultura de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs). As células PBMCs foram semeadas (1,5 x 10¢ células/cm?) e cultivadas em
O-MEM, 30 % de soro autblogo, 2 mM de L-glutamina, 100 UI/mL de penicilina, 100 mg/
mL de estreptomicina e 2,5 mg/mL de anfotericina B, e suplementado com M-CSF (25 ng/
mL, R&D Systems, Minneapolis, EUA) e RANKL (40 ng/mL, Insight Biotechnology, Wembley,

Reino Unido) como indutores osteoclastogénicos (3).

Nos ensaios de exposicao aos extratos dos cimentos, as células osteoblasticas e osteoclasticas foram
cultivadas durante 24 h nas condicoes descritas. Posteriormente, as culturas foram cultivadas
durante 21 dias na presen¢a dos extratos dos cimentos (diluicoes de 1:20 a 1:5000). As culturas
foram mantidas a 37°C num ambiente htimido de 5 % de CO,. O meio de cultura foi substituido
uma vez por semana e os extratos foram renovados, em cada mudanca de meio. As concentragdes
testadas foram selecionadas a partir de experiéncias preliminares que demonstraram que as

concentracdes mais elevadas dos extratos dos cimentos causam morte celular rapida.

Como controlo positivo foram utilizadas culturas celulares de osteoblastos e osteoclastos com
auséncia de extratos, ou seja, em condic¢des estabelecidas que permitem a diferencia¢io adequada
do respetivo fenétipo. O controlo positivo ¢ considerado como representativo de modelos de

proliferacio e diferenciacio dos tipos celulares em estudo (2, 3).

As culturas celulares foram caracterizadas utilizando a metodologia que a seguir se descreve.

Conteuido de ADN

O contetido de ADN foi analisado nos dias 7, 14 e 21 utilizando o ensaio de quantificagio de
DNA PicoGreen (Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit, Molecular Probes Inc., Eugene, EUA),
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de acordo com as instrucdes do fabricante. As culturas foram tratadas com Triton X-100 (0,1 %)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a fluorescéncia foi medida num leitor de ELISA (Synergy

HT, Biotek) com comprimentos de onda de 480/520 nm (excita¢io/emissio).

Atividades ALP e TRAP

A atividade enzimatica da fosfatase alcalina (ALP) (culturas de células osteoblasticas) e da fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) (culturas de células osteoclasticas) foram avaliadas em
suspensdes celulares (obtidas por tratamento com 0,1 % de Triton X-100, 5 min) aos dias 7, 14 ¢
21, através da hidrolise do para-nitrofenilfostato (pINPP), a um pH de 10,3 e 4,8, respetivamente.
O produto da reacdo (p-nitrofenol) foi avaliado a 400 nm num leitor de ELISA (Synergy HT,
Biotek). As atividades enzimaticas foram normalizadas pelo contedo em ADN e expressas em

nmol / min pg, .

Quantificacao da Apoptose

A apoptose foi analisada pela quantificacdo da atividade da caspase-3, com o ensaio EnzCheck
Caspase-3 Assay Kit #2 (Molecular Probes Inc., Eugene, EUA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. A fluorescéncia foi medida a 496/520 nm (excitagio/emissio) num leitor de placas
de ELISA (Synergy HT, Biotek). Os resultados sio apresentados como a % de variacdo em

compara¢ao com o controlo.

Vias de Sinalizacao

As culturas controlo e as culturas expostas aos extratos na dilui¢io 1:500, foram avaliadas
relativamente a varias vias de sinalizacio envolvidas na osteoblastogénese (4) e osteoclastogénese
(5, 6). A concentrag¢io de extrato selecionada foi a menor que causou efeitos estatisticamente
significativos na atividade da ALP (culturas de osteoblastos) e na atividade da TRAP (culturas de
osteoclastos). Os extratos, na dilui¢io de 1:500, causaram sempre um efeito inibitorio, exceto o

PCS-QPEI que causou um aumento da atividade de ALP.

As culturas foram tratadas com inibidores das vias de sinaliza¢io durante o tempo de cultura. No
dia 21, as culturas de células osteoblasticas e osteoclasticas foram avaliadas para a atividade da ALP
e da TRAP, respetivamente. As vias de sinalizacio testadas foram as seguintes: NFkB (inibidor
PDTC, 10 mM), p38 (inibidor SB202190, 5 mM), JNK (inibidor SP600125, 10 mM) e MEK
(inibidor U0126, 1 mM). Os resultados sio apresentados como a % de variacio em relacio ao

controlo (auséncia de inibidor).
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Analise Estatistica

Os resultados foram obtidos a partir de trés experiéncias independentes, cada uma realizada
em triplicado. Os dados sio expressos como a média + desvio padrio e foram analisados pelo
teste ANOVA em combinacio com o teste post-hoc de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

5.1.3. RESULTADOS

RESPOSTA DAS CELULAS OSSEAS PARA O CIMENTO AH PrLus E AH PLus-QPEI

Resposta celular osteoblastica

O cimento AH Plus causou um aumentou do contetido de ADN na dilui¢io do extrato de 1:2500
(~25 %, no dia 21) e causou inibi¢ao dose-dependente em dilui¢des < 1:500. Comparativamente,
com o cimento AH Plus-QPEI na mesma concentracio (1:2500), o contetdo de ADN foi
significativamente superior (aumento de ~ 80 %, no dia 21) e também se observou a indug¢io
da proliferacio celular na diluicio de 1:500 (~ 50 %, no dia 21). Além disso, os extratos mais
concentrados causaram toxicidade inferior. Em rela¢io a atividade da ALP, os dois cimentos

causaram reducdes dose-dependentes semelhantes, em dilui¢des < 1:500.

Os resultados da percentagem de apoptose foram de encontro aos observados para o conteudo
de ADN. Os cimentos provocaram diminui¢do da apoptose nas dilui¢des de 1:2500 e 1:500
(com valores ligeiramente mais baixos para o cimento com nanoparticuldas de QPEI). Nas
concentracdes mais elevadas dos extratos, a citotoxicidade foi menor para o cimento AH Plus-
QPEI. Na dilui¢do de 1:20, o cimento AH Plus-QPEI provocou uma elevada percentagem de
apoptose, mas o cimento AH Plus nio modificado causou morte celular total. A Figura 1 mostra

estes resultados.

Resposta celular osteoclastica

Os extratos dos cimentos AH Plus e AH Plus-QPEI causaram um aumento no contetdo de
ADN nas dilui¢des de 1:5000 a 1:500 e diminui¢des dose-dependentes, nas concentragcdes mais
elevadas. Em relagio a atividade da TR AP, foram observados efeitos inibitorios dose-dependentes

para ambos os cimentos, em diluigdes < 1:500.

Em compara¢io com o controlo, a % de apoptose foi menor nas dilui¢des 1:2500 e 1:500 de

ambos os cimentos (formulagio comercial e contendo nanoparticulas QPEI) e mais elevada,
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com os extratos de cimentos mais concentrados. Na dilui¢io de 1:20, o cimento AH Plus-QPEI
causou ~ 50 % de aumento na apoptose, enquanto o AH Plus nio modificado causou a morte
celular total. Os extratos de cimentos mais concentrados aumentam a apoptose mas os extratos
AH Plus-QPEI demonstraram uma menor toxicidade. Os resultados sdo apresentados na Figura
1.
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FIGURA 1 - Resposta das células osteoblasticas e osteoclasticas aos extratos (diluicdes de 1:5000 a 1:20) de AH
Plus e AH Plus-QPEI. A: ADN e atividade de ALP em culturas de células osteoblasticas e ADN e atividade TRAP
em culturas de células osteocléasticas. B e C: apoptose, expressa como % da atividade da caspase-3 comparada
com o controlo, no dia 21, em culturas de células osteoblasticas (B) e osteoclasticas (C).* Significativamente
diferente do controlo (auséncia do extrato).
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RESPOSTA DAS CELULAS OSSEAS PARA O cIMENTO PCS e PCS-QPEI

Resposta celular osteoblastica

Concentracoes baixas do extrato do cimento PCS nio afetaram a proliferacao celular (até 1:500)
nem a atividade de ALP, nas concentracoes até 1:2500. PCS-QPEI aumentou significativamente
a atividade da ALP nas dilui¢des 1:2500 e 1:500 (~ 30 %, em relacio ao controlo). Para ambos
os cimentos, os extratos mais concentrados do que os indicados acima, causaram inibi¢io dose-

dependente do crescimento celular e da atividade enzimatica.

Em relacdo a apoptose, foram observados efeitos dose-dependentes semelhantes com os dois

cimentos. Os resultados sdo apresentados na Figura 2.

Resposta celular osteoclastica

Ambos os cimentos de obtura¢do causaram um pequeno estimulo no contetido de ADN nas
diluicoes 1:2500 e 1:500 (que foi mais pronunciado para PCS-QPEI). Nas concentra¢cdes mais
elevadas (< 1:500) ocorreu uma diminui¢iao do contetido de ADN e da atividade da TRAP.

Na presenca de extratos de maiores concentragdes observou-se também um aumento na % de
apoptose. No entanto, com o cimento PCS-QPEI, verificou-se uma ligeira diminuicdo na taxa

de apoptose, nas dilui¢des de 1:2500 e 1:500. Os resultados sio resumidos na Figura 2.
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FIGURA 2 - Resposta das células osteoblasticas e osteoclasticas aos extratos (diluicbes 1:5000 a 1:20)
dos cimentos PCS e PCS-QPEI. A: ADN e atividade de ALP, em culturas de células osteoblasticas e ADN e
atividade da TRAP, em culturas de células osteoclasticas. B e C: apoptose expressa como % da atividade da
caspase-3 comparada com o controlo no dia 21, em culturas de células osteoblasticas (B) e osteoclasticas (C).*
Significativamente diferente do controlo (auséncia do extrato).
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Vias de Sinalizacao Intracelular

As culturas celulares foram testadas para algumas vias de sinalizacio intracelulares. Nas culturas
celulares expostas aos extratos dos cimentos, a concentracio selecionada (dilui¢io 1:500) foi a
mais baixa que causou um efeito estatisticamente significativo nas atividades de ALP e TR AP, isto
¢, um efeito inibitério (exceto para PCS-QPEI que aumentou a atividade de ALP). As respostas
celulares foram avaliadas na presenca de inibidores especificos das vias de sinalizacio NFkB, p38,
JNK e MEK, que desempenham um papel na osteoclastogénese e osteoblastogénese. A atividade
de ALP (culturas de células osteoblastica) e atividade de TR AP (culturas de células osteoclastica)

foram avaliadas no dia 21. Os resultados podem ser observados na Figura 3.

Nas culturas controlo das células de osteoblastos, a presenca de inibidores provocou uma
diminuic¢do da atividade de ALP, sugerindo o envolvimento de todas as vias de sinalizacdo (com
uma elevada contribuicio de p38). Nas culturas celulares expostas aos cimentos AH Plus e PCS, a
atividade de ALP diminuiu parcialmente com o inibidor da via p38 e estava ausente na presenca
do inibidor da via NFkB. Os cimentos com nanoparticulas QPEI incorporados apresentaram um
padrao distinto. Com o cimento AH Plus-QPEI, a sintese de ALP foi praticamente abolida na
presenca dos inibidores das vias MEK e JNK, ao passo que se observou uma diminui¢io parcial
com os inibidores das vias NFkB e p38. Curiosamente, com o cimento PCS-QPEI, a sintese
de ALP foi totalmente abolida na presenca dos inibidores das vias NFkB e p38, parcialmente

diminuida na presenca do inibidor da via JNK e nio foi afetada pelo inibidor da via MEK.

Nas culturas controlo das células de osteoclastos, a atividade da TRAP foi quase abolida na
presenca dos inibidores das vias NFkB e p38 e diminuiu parcialmente com os inibidores das
vias JNK e MEK. Curiosamente, em ambos os cimentos, comerciais e modificados, a atividade
da TRAP na presenca do inibidor da via NFkB, foi apenas parcialmente afetada (AH Plus e AH
Plus-QPEI) ou nio sofreu qualquer alteraciao (cimentos PCS e PCS-QPEI). Além disso, com os
cimentos incorporados com QPEI a atividade da TR AP nao foi afetada pelo inibidor da via p38.

Os resultados podem ser observados na Figura 3.
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FIGURA 3 - Vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na resposta osteobléstica e osteocléstica nas culturas
controlo e nas culturas expostas aos extratos dos cimentos AH Plus e PCS, comerciais e modificados pela
incorporacao de QPEI (diluicdo 1:500). As culturas foram tratadas com inibidores de varias vias e foram
avaliadas no dia 21, para as atividades de ALP e TRAP, respetivamente, em culturas de células osteoblasticas e
osteoclasticas. * Significativamente diferente do controlo (auséncia de inibidor).
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5.1.4. DISCUSSAO

A potenciacdo da atividade antibacteriana dos cimentos de obturagio pela incorporacio de
nanoparticulas de amoénia quaternaria de polietilenoimina (QPEI) ¢ uma medida extremamente
promissora, pela importancia que representa na prevencido de possiveis infe¢des locais. No
entanto, os cimentos devem permanecer compativeis com os tecidos periapicais. O contato
de longa durag¢io dos tecidos com os cimentos nao deve perturbar o processo de regenerag¢io
ossea local nem os eventos de remodelacio responsaveis pela manutencio da integridade do
osso. O metabolismo 6sseo envolve as atividades coordenadas dos osteoblastos, responsaveis
pela formacio do osso, e dos osteoclastos, envolvidos na reabsorcio 6ssea (7, 8). Os osteoblastos
derivam de células mesenquimatosas multipotentes do estroma da medula Ossea, apresentam
elevada atividade enzimatica da fosfatase alcalina (ALP) e sdo responsaveis pela formagio da
matriz extracelular e a sua mineralizacio (2, 7, 8). Por outro lado, os osteoclastos sio células
multinucleadas que descendem de precursores hematopoiéticos CD14 (+), presentes na medula
Ossea e em circulagdo no sangue periférico, expressam niveis elevados de fostatase acida resistente
ao tartarato (TRAP) e sdo responsaveis pela reabsorcdo ossea (3, 7, 8). A remodelacio Ossea
envolve processos de formacdo e reabsorcio, sujeitos a mecanismos de regulagio complexos
em que intervéem uma variedade de vias de sinaliza¢io intracelular, regulados por numerosos
mediadores (7, 8).

No Estudo 3 (Capitulo 4), os cimentos AH Plus e Pulp Canal Sealer EWT, com a concentragio de
1% e 2% (m/m) de nanoparticulas de QPEI incorporadas, foram avaliados quanto a sua atividade
antibacteriana e propriedades fisico-quimicas e mecanicas, e os resultados demonstraram que o
cimento PCS-QPEI apresentou melhor atividade antibacteriana a longo prazo. E, ainda, que a
presenca de nanoparticulas ndo compromete propriedades chave como o tempo de endurecimento,
a fluidez, a solubilidade, a porosidade aparente, a variagio dimensional e a resisténcia a compressio.
No entanto, os cimentos incorporados com nanoparticulas de QPEI apresentaram um aumento
na molhabilidade e de densidade de carga de superficie, propriedades que influenciam a interag¢do
entre a superficie do cimento e o ambiente fluido circundante, afetando a taxa de eluigio e
a composi¢cao dos extratos do cimento que contatam diretamente com os tecidos periapicais.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar se o comportamento biologico dos cimentos
comerciais € afetado pela incorporagio de nanoparticulas de QPEI. Células osteoblasticas e
osteoclasticas humanas foram cultivadas na presenca de extratos de cimentos, preparados a partir
dos cimentos comerciais AH Plus e PCS (nio modificados e contendo nanoparticulas QPEI 2 %
m/m), e o comportamento celular foi avaliado pela proliferacio celular, apoptose e diferenciag¢io

tenotipica.
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As culturas celulares foram preparadas a partir de células mesenquimais e células precursoras
mononucleares do sangue periférico e cultivadas em condi¢cdes experimentais, que favorecem
a diferenciacao dos osteoblastos e osteoclastos, respetivamente, como documentado em estudos
anteriores (2, 3). Os extratos dos cimentos foram obtidos por incubac¢io do material recentemente
misturado (amostras frescas) com o meio de cultura, uma vez que, os cimentos sio clinicamente
aplicados nesta forma. Além disso, os extratos foram testados numa ampla gama de concentra¢des,
de forma a simular o contato dos tecidos periapicais com concentracdes progressivamente
mais baixas dos compostos libertos pelos cimentos, devido a continua depuragio pelos fluidos
extracelulares. No presente trabalho, os extratos obtidos com o mesmo protocolo com dilui¢des
< 1:10 causaram morte celular rapida. Assim, foram utilizadas dilui¢des de extratos de 1:20 a
1:5000, o que permitiu obter informacdes sobre os efeitos dependentes da dose sobre as células

oOsseas, simulando os acontecimentos locais ao longo do tempo.

Os resultados obtidos demonstraram que concentragdes baixas dos extratos dos cimentos AH Plus
e PCS, foram capazes de aumentar o conteido de ADN em células osteoblasticas e osteoclasticas
e de diminuir a taxa de apoptose, sem afetar significativamente a atividade dos marcadores
teno6tipos ALP e TR AP.A incorporagio das nanoparticulas de QPEI promoveu um efeito distinto
no comportamento celular, dependente do cimento e do tipo celular estudado. Assim, com o
cimento AH Plus-QPEI (1:2500, 1:500), a proliferacio celular foi bastante aumentada, enquanto
a atividade da ALP (1:2500, 1:500) nio foi significativamente afetada. No entanto, a presenca
de nanoparticulas de QPEI no cimento PCS causou uma inducdo significativa na atividade
da ALP, sem afetar a proliferacio celular. Quanto as células osteoclasticas, o contetido de ADN
aumentou (AH Plus) ou nio foi afetado significativamente (PCS) em dilui¢des superiores ou
igual a 1:500, mas diminuiu com extratos mais concentrados. Por outro lado, a atividade de
TRAP diminuiu com os extratos de ambos os cimentos com diluicdes < 1:500. As elevadas
concentracdes dos extratos dos cimentos comerciais ¢ modificados foram citotdxicas, no entanto,
os cimentos com nanoparticulas incorporadas, particularmente o cimento AH Plus, apresentaram

menor citotoxicidade.

A resposta celular dos osteoblastos e osteoclastos envolve uma variedade de vias de sinalizagio
intracelulares altamente sensiveis ao meio ambiente celular (7, 8). No presente estudo, foram
avaliados alguns mecanismos conhecidos por desempenharem um papel tanto na osteoblastogénese
como osteoclastogénese (4-6). E a contribuicio global destes mecanismos que dita a adequada
adaptacio celular a contextos metabdlicos e ambientais especificos. A exposi¢cao das culturas
celulares aos extratos dos cimentos contou com algumas respostas adaptativas sobre os mecanismos

testados. As culturas celulares foram avaliadas na presenca do extrato na concentra¢io mais baixa
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que causou efeitos estatisticamente significativos nas atividades da ALP e TR AP, isto ¢, na dilui¢io
de 1:500. Em rela¢io as culturas de controlo de células osteoblasticas, os resultados demonstraram
que todas as vias de sinalizacio testadas estavam envolvidas na sintese de ALP em condi¢des de
controlo, embora com uma maior contribuicio de p38. O efeito inibitdrio sobre a atividade de
ALP, detetado com o extrato AH Plus e PCS na diluicdo de 1:500, parece estar associado com
uma maior importancia da via NFkB e uma menor relevancia das vias JNK e MEK. No entanto,
os cimentos-QPEI apresentaram um comportamento distinto. O extrato do cimento AH Plus-
QPEI, em compara¢io com o extrato de AH Plus, que também causou um efeito inibidor sobre
a atividade de ALP, parece causar uma estimula¢io significativa das vias JNK e MEK. No entanto,
em compara¢io com o PCS, houve um aumento de relevancia das vias NFkB e p38 e menor
relevo da via MEK com o cimento PCS-QPEI, o que pode estar relacionado com o efeito

estimulante sobre a atividade de ALP observado com este cimento, na presenca da dilui¢ao 1:500.

Por outro lado, relativamente as culturas de células osteoclasticas realizadas em condicdes de
controlo, as vias de sinalizacio NFkB e p38 foram essenciais para a sintese de TR AP. Os extratos
dos cimentos PCS e AH Plus, na formulacio comercial e modificada, e na dilui¢io de 1:500,
causaram um efeito inibitorio sobre a atividade da TRAP, e, curiosamente, as vias NFkB e p38
assumiram menor importancia. Resultados que estio de acordo com o papel desempenhado pelas
vias de sinalizacdo na diferencia¢io osteoclastica. Praticamente nio se observou o envolvimento
da via p38 com os extratos dos cimentos com nanoparticulas de QPEI incorporadas. Os
resultados demonstraram que os cimentos endodonticos afetam a complexa intera¢io intracelular,
modulando a resposta das células Osseas, e que os cimentos-QPEI influenciam ainda mais estes

mecanismos.

As diferencas observadas no comportamento celular, entre os cimentos comerciais AH Plus e PCS
e os cimentos modificados pela incorporacio de nanoparticulas de QPEI, sugerem alteracdes na
composi¢io dos extratos. A presenca de nanoparticulas de carga positiva induz alteragdes na
estrutura original dos cimentos e aumenta o comportamento hidrofilico e a carga superficial
dos materiais (Estudo 3, Capitulo 4), fatores que afetam as intera¢des entre o cimento e oOs
fluidos circundantes, com consequéncias na taxa de eluicio e na composi¢io do extrato. Os
dois cimentos com nanoparticulas QPEI afetaram o comportamento dos osteoblastos de forma
distinta. Ou seja, observou-se uma maior estimulacio da proliferacio celular com o extrato
AH Plus-QPEI e uma inducio da atividade de ALP com o extrato PCS-QPEI, provavelmente
devido a diferente composicio dos dois cimentos. Para o cimento PCS-QPEI, pode-se supor
que o extrato resultante pode conter uma maior concentra¢ao de ides zinco, devido ao aumento

da hidrofilia da superficie do cimento que favorece a interacdo com o meio aquoso circundante.
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O zinco desempenha um papel chave no metabolismo 6sseo uma vez que, é capaz de induzir a
diferenciacdo em osteoblastos in vitro e de induzir a formac¢iao de osso in vivo, quando presente
numa variedade de biomateriais (6, 9-12). Curiosamente, o comportamento das células
osteoclasticas ndo foi significativamente afetado pela presenca de nanoparticulas de QPEI, em
ambos os cimentos testados. Os resultados obtidos estio de acordo com um estudo recente que
demonstrou, num sistema de coculturas celulares, que as células osteoblasticas sio mais sensiveis a
toxicidade de extratos de cimentos endodonticos, incluindo o AH Plus e Tubliseal (um cimento a
base de 6xido de zinco-eugenol, do mesmo tipo que o PCS), do que as células osteoclasticas (13).
Sabe-se que as células osteoblasticas sio particularmente sensiveis a0 microambiente circundante
(14).Da mesma forma, outros estudos evidenciaram que os osteoblastos e osteoclastos respondem
de forma diferente aos mesmos materiais e os resultados sugerem uma maior sensibilidade das

células osteoblasticas (15, 16).

A resposta das células 6sseas aos cimentos AH Plus e a base de 6xido de zinco-eugenol tem sido
avaliada principalmente em relacio as células osteoblasticas. Assim, o cimento AH Plus foi testado
em células de osteossarcoma U2-OS (17, 18) e em linhas de células de rato MC3T3-E1 e ROS
17/2.8 (19, 20), e a citotoxicidade do cimento PCS foi avaliada em osteoblastos humanos (17,
21). Os cimentos endodonticos AH Plus e Tubliseal também foram avaliados quanto a resposta
de células osteoclasticas (22) e de coculturas de osteoblastos e osteoclastos (13). Os resultados
obtidos no presente estudo estio em linha com os poucos estudos que mostraram que a presenca
de nanoparticulas de QPEI em alguns materiais dentirios, nio aumenta a sua citotoxicidade.
Importa referir que uma investigacio recente demonstrou que a incorporagao de 1 % de QPEI
aos cimentos AH Plus, Epiphany e GuttaFlow nio causou nenhum efeito citotoxico sobre a
viabilidade de fibroblastos L-929 e de macrofagos RAW?264.7, enquanto que a incorpora¢io
de 2 % demonstrou apenas um ligeiro aumento toxico dependente do material testado, das
condicdes de cultura e do tipo de células (23).Além disso, a presen¢a de nanoparticulas QPEI em

algumas resinas compostas, nio compromete a biocompatibilidade dos materiais (24, 25).

Em conclusio, as células osteoblasticas apresentaram maior sensibilidade as eventuais alteracoes da
composi¢ao dos extratos dos cimentos com nanoparticulas de QPEI incorporadas. Na presenca de
baixas concentracdes de extrato, foram observados efeitos positivos, nomeadamente, a proliferacio
celular aumentou com o cimento AH Plus-QPEI e verificou-se inducio da atividade de ALP
com o cimento PCS-QPEI. No entanto, o comportamento das células osteoclasticas nio foi
significativamente afetado.A incorpora¢io das nanoparticulas também induziu algumas altera¢des

nas vias de sinaliza¢do intracelular envolvidas na resposta das células Osseas.
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CONCLUSOES

A marcada atividade antibiofilme e antimicrobiana de amplo espectro demonstrada pela acio do
PEI, tanto contra bactérias de Gram positivo e negativo como contra fungos, revelou que o PEI
¢ um composto promissor, com possivel aplica¢io na incorporagio ou revestimento de materiais
endododnticos. As nanoparticulas de QPEI apresentaram atividade antibacteriana e antibiofilme
semelhante ao PEI. Também o mecanismo de a¢do contra o microrganismo E. faecalis ocorre
por lesio da membrana celular para ambos os compostos, segundo os resultados obtidos por

citometria de fluxo.

A quaterniza¢io do PEI em amoénia quaterniria de polietilenoimina (QPEI) e a sintese de
nanoparticulas de QPEI foi realizada em duas etapas, aminacio redutiva e N-alquila¢io, dos quais
resultou o aumento da carga positiva através da conversio de grupos amina primarios, secundarios
e terciarios do PEI em grupos catidnicos de amoénia quaternaria. O valor do potencial zeta das
nanoparticulas de QPEI foi de aproximadamente 68,5 mV. O tamanho de particula de cerca de

58 nm confirmou a escala nanométrica das particulas.

A incorpora¢io de nanoparticulas de QPEI no cimento de obtura¢io PCS (1 % e 2 % m/m)
aumentou a eficicia antibacteriana contra as trés estirpes de E. faecalis avaliadas, por um periodo
de tempo de 7 dias apds tomada de presa do material. As propriedades fisico-quimicas e mecanicas
dos cimentos PCS e AH Plus nio foram afetadas pela incorpora¢io das nanoparticulas exceto
o tempo de endurecimento, a molhabilidade e o potencial zeta. As alteracdes verificadas nestas
propriedades podem melhorar a atividade antibacteriana e aumentar a capacidade do cimento de

penetrar no complexo sistema de canais radiculares.

A adi¢io de nanoparticulas de QPEI ao cimento PCS potenciou os efeitos antibacterianos contra
ambas as estirpes de E. faecalis avaliadas sob a forma de biofilme. Os efeitos antibiofilme do
cimento AH Plus com nanoparticulas QPEI verificaram-se essencialmente sobre a biomassa do
biofilme da estirpe ATCC.

Em relacio ao estudo de biocompatibilidade dos materiais utilizados, as células osteoblasticas
apresentaram maior sensibilidade as eventuais alteracdes da composi¢io dos extratos dos
cimentos com nanoparticulas de QPEI incorporadas, enquanto que o comportamento das células
osteoclasticas nio foi significativamente afetado. Efeitos positivos foram observados na presenca
de baixas concentragdes de extrato, como o aumento da proliferacio celular com o cimento AH
Plus-QPEI ¢ a inducio da atividade de ALP com o cimento PCS-QPEI. Os resultados obtidos
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sugerem que a incorporagio de nanoparticulas de QPEI em cimentos endodonticos nio induz
efeitos deletérios nas células Osseas, em compara¢io com os mesmos materiais na formulag¢io
comercial. No entanto, podem modular eventos de proliferacio/diferenciacio, dependendo da

composi¢ao dos cimentos e do tipo de células.

Os resultados das investigacoes do comportamento das nanoparticulas QPEI nos cimentos
endododnticos deixam em aberto possiveis linhas de pesquisa, susceptiveis de criar condi¢des para
o desenvolvimento de novos materiais, que poderiao influenciar de modo decisivo o sucesso do

tratamento endodontico e por extensio a outros procedimentos em Medicina Dentaria.
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PERSPETIVAS FUTURAS

Dada a relevancia do tema abordado e como desenvolvimento futuro desta investigagio, destacam-
se 0s seguintes temas:

* Avaliagio da capacidade de selamento dos cimentos endoddnticos, usando um
modelo ex vivo de avaliacio de infiltracio por bactérias.

A capacidade de um cimento endodontico promover um bom selamento estd diretamente
relacionado com as suas inimeras propriedades fisico-quimicas. A importancia do selamento
torna-se capital pois impede que as bactérias que possam persistir, mesmo apos um tratamento
endododntico criterioso, tenham a possibilidade de atingir o peridpice e, consequentemente,

conduzir ao insucesso do tratamento.

Uma vez que o fator microbioldgico estd na origem das infecdes endoddnticas, é por isso
reconhecido que um modelo experimental de avaliacio de infiltra¢io com bactérias tem inaimeras
vantagens. Neste estudo foi desenvolvido um modelo experimental, na tentativa de ultrapassar
as limitacoes referidas aos modelos existentes. O desenho do estudo permitird também uma
abordagem de biologia molecular para além do método de cultura microbiologica para a dete¢io

do microrganismo E. faecalis.

A investigacio referida encontra-se em desenvolvimento em colabora¢io com o Laboratério de
Microbiologia do Programa de Pos-Graduagio em Odontologia da Faculdade Estacio de Sa, Rio
de Janeiro (Brasil).

* Avaliagio da atividade antimicrobiana e antibiofilme das nanoparticulas QPEI
contra a Candida albicans.

Neste sentido a atividade antimicrobiana e antibiofilme de PEI foi ja avaliada contra estirpes
de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans (microrganismos
frequentemente envolvidos em infecoes endodonticas persistentes), na forma de células
plancténicas e de biofilme (Capitulo 3). Devido a limita¢des de recursos laboratoriais e de tempo,
os estudos de nanoparticulas de QPEI, isoladas ou incorporadas nos cimentos endoddnticos,
foram realizados apenas em relacio ao microrganismo E. faecalis. Embora este microrganismo seja
o mais frequentemente utilizado neste tipo de investigacoes consideramos relevante o estudo de
outros microrganismos, devido a etiologia polimicrobiana das infecdes endodonticas. A Candida
albicans sendo a espécie fingica mais frequentemente isolada e associada a periodontite apical,
assume particular importancia. Atualmente, foi ja iniciado o estudo da atividade antimicrobiana

contra C. albicans na forma de células planctonicas e de biofilme.
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Abstract
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physicochemical and mechanical properties of endodontic
spalers containing quaternany ammaonium polyethylenimine
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Aim To evaluate the antibacterial. physicochemical
and mechanical properties of two endodontic sealers
incorporating  quaternary  ammeonium  polyethyleni-
mine (QPE nanoparticles at concentrations of 1%
and 2% (w/w),

Methodology The sealers tested were AH Plus and
Pulp Canal Sealer EWT in the commercial unmodified
form or containing 1'% or 2% QPEL Aniibacterial
activity was evaluated using a direct contact test
(DCT) against Enterococeus faecalis ATCC 29212 and
two endodontic isolates (RW35 and RN44). Sealers
freshly mixed or set for 7 days were exposed to bacte-
rial suspensions for 10, 30 and 60 min. Setting time,
flow test, solubility, apparent porosity, dimensional

change following setting, wellability, seta potential
and compressive strength were assessed according Lo
the International Standard Organization H876:2001
(150 BETA).
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Results DT results revealed that both freshly pre-
pared sealers had antibacterial effects unafiected by
OPEL incorporation. Both unmodified sealers had lost
much of their antibacterial effects afler ¥ davs, How-
ever, for Pulp Canal Scaler EWT incorporated with
1% and 2% QPEL nanoparticles, the antibacterial
effects against all test K. faecalis steaing within 30 and
60 min of comact were significantly greater than the
unmodified formula. Addition of QPEl resulted in no
significant increase in the antibacterial effects of AH
Plus  afier ageing. As for  physicochemical  and
mechanical tests, setting time, wettability and seta
potential were influenced by the presence of QPE]
nanaopariicles,

Congclusion ncorporation of QPEl  nanoparticles
can improve the long-term antibacterial activity of
Pulp Canal Sealer EWT without relevant changes in
physicochemical and mechanical properties.

Keywaords: antibacterial activity. endodontic seal-
ers. Enterococcus faccalis, nanoparticles, physicochemi-
cal properties, qualernary ammonium.

Bevelved 29 Augeist 200 3; aceepied 15 Octoler 20013

Introduction

Persistent bacteria have been deteeted in approxi-
mately 40-60% of the root canals following chemo-
mechanical preparation (Sigueira & Rocas 2008).
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QPEl nancparticle-incorporated sealers  Sarros et al,

Ideally, the root filling should 6l and seal the pre-
pared canal and deny space and nutrients for growth
of residual bacteria, In addition, because most of the
infections in cases with post-treatment  disease are
located in arcas untouched by instruments and irri-
oants (Ricucci of al. 2009). the root canal sealer
should ideally be forced to these areas to exert its
antibacterial effects. Studies have reported that several
sealers possess antimicrobial activity, mainly before
setting (rstavik 1981, Spangberg et al. 1993, Sique-
ira & Gongalves 1996, Siqueira et al. 2000, Kayaoglu
et al. 2005). Increasing the long-term antimicrobial
activity of the sealers scems to be an interesting
approach to maximize root canal disinfection.

The antibacterial effects of numerous nanoscale
structures have been investigated and nanoparticles
of many compounds such as magnesium  oxide
(Mg0), calcium oxide {CaO), zine oxide (Zn0). silver
(Ag), copper oxide (Cul) and chitosan (CS) have
cmerged as potential antimicrobial agents (Kishen
20010), Nanoparticles are sized between 1 and 100
nanometres, and their superior antimicrobial effects
when compared 1o their bulk counterparts are usually
related 1o their higher surface area and charge den-
sity, resulting in enhanced interaction with microbial
cells, Namoparticles made from insoluble cross-linked
quaternary ammonium polyethylenimine (QPEI) have
attracted attention as possible antimicrobial agent
because of its positive charge and hydrophobicity
(Beyth et al. 2006a). It has been previously reported
that QPEl nanoparticles incorporated into provisional
cements and various composite resins demonstrated a
strong and long-lasting  antibacterial effect against
oral bacteria without compromising some physical
properties (Bevth el al. 2010ab, Shvero ot al. 2010).
A recent study evaluated the effects on a clinical
strain of Enterococeus foecalis of two endodontic sealers
[AH Plus and GuttaFlow) incorporating low concen-
trations of insoluble antibacterial QPEl nanoparticles
[Kesler-Shvero et al. 2013). The direct contacl lest
(DCT) with absorbance reading was used. and the
results revealed a pronounced and long-lasting anti-
bacterial activity of modificd sealers when compared
with the unmaodified form. Therefore, QPEl nanoparti-
cles have the potential to improve the antibacterial
effeet of endodontic sealers cither by Increasing effi-
cacy in the fresh state or generating prolonged effects.
or both, Moreover, substances added to extant com-
mercial products should ideally not alter substantially
other hiological as well as physicochemical and
mechanical properties.

International Endodantic Journal

This study investigated and compared the anti-
bacterial activity of two endodontic sealers loaded
with QPEl nanoparticles at low coneentrations (1%
and 2%, w/w) against three [ faccalis strains. Fur-
thermore, the effects of QPED addition on several
physicochemical and mechanical properties of the
sealers were tested in accordance with the Inter-
national  Standard  Organization  6876:2001 (150
6876). The null hypothesis was that there is no dil-
ference between loaded and unload sealers in their
properties.

Materials and methods

Synthesis of QPEI nanoparticles

PEI was dissolved in absolute cthanol and cross-
linked with glataraldehyde for 6 h at roosm tempera-
ture, N-alkylation was conducted by adding octanal
at 1: 1 mole ratio (primary amine of PEI monomer
unitsfoctanal). The alkylation step was performed at
room  lemperature Tor 24 b, The resulting yellow
suspension was reduced with sodiom cvanoborohy-
dride, Aflerwards, methyvl iodide was used for the
methylation  process at 42 °C for 48 h., during
which. a vellow precipitate was formed. An equiva-
lent amount of sodium bicarbonate was added 1o col-
lect released hydrogen iodide. Neutralization was
continued at the same conditions for additional
24 h. The precipitate was allowed to reach reom
temperature and washed with hexane and double

distilled and then was freeze-dried. The average vield
was 75% (molfmaol).

Characterization of QPEl nanoparticles

Zeta potential of polyvethylenimine nanoparticles was
characterized using a Zetasizer Nano-#S equipment
(Malvern Instruments, Malvern. UK), Typical analy-
sis depths were approximately 5 nm, and survey
specira were collected inte a hemispherical analyser
using a pass energy of 130V, The average particle
size and  size  distribution  of the nanoparticles
were determined by dynamic light scattering using
a  Yetasizer  Nano-Z8  (Malvern  Instruments),
Measurement was carrled out at a fixed angle of
907 with the samples diluted approximately 1000
times in ulirapure water. The particle size of the
suspensions was described by the cuomulative mean
(z-average) diameter. All readings were carried out
in triplicate.
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Bacierial strains and culiure conditions

Three E. fuecalis strains were used in this study: one
from the American Type Culture Collection (ATCC
29212 and two strains (RW35 and RN44) isolated
from canals from feeth undergoing root canal treat-
ment (Zoletth ef al. 2011). Strains were grown over-
night at 37 °C in tryptic sov broth (TSB. Dilco,
Detroit. ML USA) supplemented with 1% glucose
(Merck, Whitehouse Station, NJ, USA). Purity of the
culture was checked, and the inoculum was adjusted
in PBS to a turbidity of (1.3 McParland scale (approxi-

mately 1.5 x 10 colony-forming units mL ™"},

Test specimens

The endodontic sealers tested in this study were AH
Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany) and Pulp
Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr Italia Srl, Salerno, [taly).
OPEl nanoparticles were incorporated into the sealers
al either 1% or 2% wiw concentration. Scalers were
prepared lollowing the manufacturers” instructions,

Direct contact test

Direct contact test was used as described previously
(Zhang et al. 2009). A 96-well microtiter plate (model
92096 TPP "Techno Plastic Products’. certified IS0
G001, Trasadingen. Switzerlandp was held verticallv,
and an area ol lixed size on the side wall of the wells
wis coated with approximately 30 pL ol each material
using an insulin syringe and a cavity liner applicator.
Sealers were either tested 20 min following mixing
(fresh samples) or allowed (o set for 7 davs at 37 °Cin
100% relative humidity (aged samples). Aliquots of
10 pl. of bacterial suspension (containing approxi-
mately 1.5 x 10" bacteria) were placed on the surface
of each test sealer. Bacterial suspensions applied to the
wall of uncoated wells served as positive controls,
whilst walls coated with sealers but with no bacterial
suspension were used as negative controls.

Plates were incubated at 37 °C in 100% relative
humidity for 10, 30 and 60 min and then horizontally
positioned so as to permit 200 pl of TSB to be added to
each well. The bacterial suspension from each well was
sently mixed with a pipette for 1 min and then trans-
ferred to sterile microtitre plates and subjected to 10-
fold serial dilutions in sterile saline, Bacterial survival
was determined by culturing 10-uL aliquots of each
dilution ot Mitis - Salivarius  (MS)  agar  plates.
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Colony-forming units were counted after incubation for
24 hoat 37 °C. Samples were evaluated in triplicate.

Physicochemical and mechanical properties

Physicochemical properties such as selling time, flow
test,  solubility,  apparent  porosity,  dimensional
change, wettability and zeta potential as well as
mechanical properties such as compressive strength
for root canal sealers loaded or unloaded with QPEI
nanoparticles were measured according 1o 180 6876
(2001}, as briclly described below.,

Setting time

Three plastics discs having an internal diameter of

10 mm and thickness of 1 mm were prepared. The
moulds were filled with each test material and trans-
ferred o a chamber with 95% relative humidity and
temperature of 37 °C. Alter 24 h from the start of
mixing. the sealer a Gilmore-type needle with a mass
of 100 £ 0.5 g having a flat end of 2.0 + (0.1 mm in
diameter was lowered vertically onto the horizontal
surface of cach sample. The needle tip was cleaned,
and probing was repeated until indentations ceased 1o
be visible and the setting time was recorded.

Flow test

Using a graduated disposable 1-ml syringe, a total of
0,5 mL of sealer was placed onto a glass plate
(40 = 40 x 5 mm). Al 180 £ 5 s alter the starl of
mixing. another glass plate was applied centrally on
top of the material, to make a total mass on the plate
of 120 g. Ten minutes after the start of mixing, the
load was removed, and the average of the major and
minor  diameters of the compressed  discs  was
measured using a digital caliper with a readout of
0,025 mm., The mean of three measurements for
cach sealer, expressed to the nearest millimetre, was
taken as the llow of the material.

Solubility

Stainless steel ring moulds with an internal diameter of
20 £+ 0.1 mm and height of 1.5 + 0.1 mm were used
for sample preparation. Moulds were placed on a glass
plate and filled to slight excess with the mixed materi-
als. After filling the moulds, another glass plate was
placed on top of the moulds. Three sets of specimens for
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each material were prepared in one operation, All sam-
ples were left to set for 24 h on a grating in a cabinet
at 37 °C and 100% relative humidity, Samples in their
moulds were exposed to air for 15 min, weighed 3
times, and the average reading was recorded. The spee-
imens of each material were individually placed in
tarred bottles. containing 5 mlL of distilled water. Bot-
tles were then transferred to an oven at 37 “C where
they remained for 24 h. They were removed from the
oven and rinsed with distilled water, which was then
collected in the same bottles. After that, water was
evaporated at a temperature slightly below the boiling
point. Bottles and residues were dried in an oven at
105 *C, coeled down in the same desiccator and
weighed, The dilferences found between this weighit
and the original bottle weight were divided by the
initial dry weight of the specimens and multiplied by
100, The result was recorded as solubility,

Apparent porosity

The apparent porosity was evaluated according to the
immersion test (Archimedes principle, ASTM C530
standard) using water, Samples are initially weighed in
dry conditions (W), After 1 h of soaking in water, the
wet sample was weighed (W) and weighed once again
immersed in water (W), The apparent porosity of the
sample was caleulated from the mass of water retained
in its open pores, according to the following formula:
apparent porosity (%) = [{Wy,—Wal/TW,—Wah] = 100

Dimensional change

Cylindrical test specimens with a diameter of 6 mm
amd height of 12 mm were made in triplicate. After
filling moulds with each sealer. the moulds and plates
were held firmly together with a clamp. Five minutes
after start of mixing, the mould with clamp was
transferred 1o a cabinet with 95-100% relative
humidity and kept for 30 davs at 37 °C. The dimen-
sion of the cylinders was measured again, and the
dimensional change (%) assessed through the volume
change ((Vi—=V V) = 100, where V; stands for initial
volume and Vy lor linal volume). A Vernier caliper, an
extremely precise measuring instrument, was used
ferror £0.025 mm),

Wettability

Wettability of the endodontic sealers by water was
determined by contact angle measurement. Sealers

International Endodantic Journal

were spread evenly onto glass slides and kept in
100 relative humidity at 37 °C until setting. Sessile
drop contact angle measurements were  performed
using ultrapure water and pumping no less than 10
droplets of 4 pl in each surface of the dried samples.
Dataphysics — Contact Angle System OCA 15 plus
er_]ui]:mem was used to measure the contact l'll'lglf_'_

Zeta potential

The zeta potential of powdered samples of the com-
mercial  endodontic  sealers unloaded and  loaded
with 1% and 2% QPEl nanoparticles was assessed
using o Fetasizer  Nano-£5  equipment  (Malvern
Instruments). a laser Doppler micro-electrophoresis
equipment. The powders were suspended in ultra-
pure water at (L3% (w/v) concentration. The mix-
ture solution was filtered through a cellulose liller
with (L 2-um-pore-size pre-analvsis. An electric ficld
was applicd 1o the aqueous solutions with powdered
scalers dispersed, which then move with a velocity
related to their zeta potential. Typical  analysis
depths were approximately 5 nm, and sorvey spec-
tra were collected into @ hemispherical  analyser
using pass energy of 130 V. This enables the calcu-
lation of electrophoretic mobility (EM), and the zeta
potential is determined according to the following
smoluchowski's equation: 2P = 4ph/1) x E, where h
and I} are the viscosity in poise and the dielectric
constant  of the suspending liguid.  respectively.
Three readings were carried out per sample to
ensure repraducibility.

Compressive strength

Five specimens were used for each sealer. The speci-
mens were eylindrical and had a 1 1 2 ratio of base
diameter 1o height, Bach specimen was subjected (o
compression in a Tira Test 2705 equipment with a
load cell of 300 N, at a rate of 0.3 mm s~ " until lrac-
ture, The maximum load supported belore [racture
was deemed as the compressive strength.,

Statistical analysis

Statistical analysis of data was tested for normal
distribution, and the one-way axova was performed,
followed by the Bonferroni test for post loc compari-
son, with the software SwwaStar 3.5, Differences
were considered to be significant ot a level of
P =< {n05.
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Results

Characterizations of the QPEl nanoparticles

Quaternary  ammonium  polyethylenimine  particles
had a nanoscale diameter of 38 £ 18 nm. In terms
of charge, the value of 68.5 £ 1.9 mV achieved for
zeta potential indicates the positive charge of the par-
ticles as expected.

Antibacterial effects

Direct contact test resulls for the antibacterial effects
of the root canal sealers unmodified or containing
QPEl nanoparticles are depicted in Fig. 1. As for fresh
sealers. PCS had the strongest antibacterial effects.
regardless of the presence of QPEI nanoparticles. Total
climination of cells of the two endodontic strains was
observed as early as 10-min contact. AH Plus had
overall antibacterial properties lower than PCS. Total
bacterial eradication was observed only after 60-min
contact with one of the strains (RW35). [ncorporation
of PEI nanoparticles did not alter significantly the
antimicrobial activities of both scalers in a fresh state
(P = 0.035).

Aller 7 days of setting, both unmodilied sealers had
lost much of their antibacterial effects. However, [or
PCS incorporated with QPEl nanoparticles at concen-
trations of 1% and 2% w/w, the antibacterial effects
against all test F faecalis strains within 30 and
60 min of contact were significantly greater than the
unmodified formula (P < 0.05). The three E. faecalis
strains were completely eradicated within 60 min of
contact with PCS containing 2% QPEL Addition of
either 1% or 2% OPEl resulted in no significant
increase in the antibacterial effects of AH Plus after
ageing. All negative controls yielded no growth,

Physicochemical and mechanical properties

The physicochemical and mechanical properties of the
sealers loaded or not with QPEl nanoparticles are
listed in Table 1. Comparing the properties of
unmaodified AH Plus and PCS sealers, a setting time
much longer for the former was found, which also
showed a slightly higher dimension change and lower
flow ability. Similar solubility and wettability were
found for the two sealers. The major differences were
found for the zeta potential and compressive strength.
AH Plus presented 2 much higher strength than PCS.
Regarding the zeta potential, despite both materials
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had values close to zero, the AH Plus sealer had a
negative surface charge as opposed to PCS. which
had a positively charged surface.

The propertics of the scalers loaded with QPEI
nanoparticles were first evaluated for 2% wiw addi-
tion, and the ones that were found 1o be different
from the unmodified sealers were also evaluated for
the addition of 1% w/w. Findings indicated that only
setting time, wettability and zeta potential of the seal-
ers were influenced by the presence of QPEL nanopar-
ticles, PCs containing 2% QPEL had increased setling
time (P < .05}, Both commercial scalers were hydro-
phobic, but alter incorporation of QPEl nanoparticles,
they became hydrophilic. Increase in wettability was
directly proportional to an increase in QPEl nanopar-
ticle concentration for both sealers. Incorporation of
QPEl nanoparticles made the surface charge 1o
become more positive in both sealers, Addition of 2%
(QPEI 1o the AH Plus sealer caused a slight increase in
surface charge. whereas 1% showed only an intangi-
ble increase. A strong effect was seen in the surface
charge of the PCS matrix. which changed from
393 £ 008 mV  to 69.80 £ 228 mV  following
addition of 2% wiw of QPEl nanoparticles (P < (L03).

Discussion

Improving and prolenging the antibacterial effects of
sealers have the potential to contribute to improved
disinfection of the root canal system. [n the present
study, QPEI nanoparticles were prepared and incorpo-
rated into the root canal sealers AH Plus and PCS o
enhance their antibacterial  effects.  Antibacterial
nunoparticles are reported to exhibit higher antibacte-
rial activity than their powder counterparts. and this
may be related to the fact that the higher surface
area and charge density of nanoparticles favour the
interaction with negatively charged bacterial surfaces
(Kishen et al. 2008), The present study showed that
aged PCS with QPEI nanoparticles  demonstrated
stronger antibacterial effects against E. foccalis strains
than the unmoedified sealer,

Enterococens foecalis was used because it may be
resistant to some medicaments used in endodontics
and is frequently detected in root canals of teeth with
post-treatment  apical periodontitis  (Sundqvist et al.
1998, Siqueira & Rogas 2004, Stuart et al. 2006),
Consequently, this species has been used in numerous
investigations of antibacterial effects of procedures,
materials and substances. In addition to a commonly
uscd ATCC strain from urine origing, two endodontic
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Table 1 Physicochemical and mechanical properties of the sealers loaded or not with QPED nanoparticles

AH Plus Pulp Canal Sealer EWT
Property AH-08 AH-1%% AH-2% PCS-0% PCS-19% PCS-2%
Setting time (min) 470 =10 475 = 10 475 = 15 55+ 2 BO£3 62 =3
Flowr (mm) 29.0 = 0.66 2584 = 0.55 278 = 0.1 33.6 + 060 32.7 £ 0.30 320 = 031
Saolubility %) 0.7 &= 01 0.8 = 01 0.9+ 0.2 0.9 = 01
Apparent porosity (%) 5.6 = 1.4 - 60 =13 10.5 + 2.5 - 122 = 3.0
Dimensional change (%) —0.43 = 0.1 - -0.40 = 0.00 -0.23 £ 0.02 - -0.13 = 0.
Wettahility (%) 809 & 0.4 65,8 + 197 56,2 + 2.0 24.0 + 1.2 T0.4 & 1.7 50,4 = 347
Zeta potential (mV) B8.26 £ 1.27 8.12 £ 1,25 .85 + 0.6 383 + 0.8 46,7 + 2.02° 6980 + 228"
Campressive strength (MPa) 7.68 £ 0.1 - 7.56 = 0.04 1.18 + 0.21 - 1.5 = 0,30

0%, commercial unmodified sealer; 1%, incorparation of QFE| in sealers at 1% ww concentration; 2%, incorporation of QPEl in

sealers at 2% wiw concentration.

QPEl, quaternary ammoanium palyethylenimine; AH, AH Plus; PCS, Pulp Canal Sealer EVWT,
*Statistical difference hetween test group and commercial sealer graup {F < 0.05).

strains isolated from root canal-treated teeth and
characterized in previous studies were also included
(Zoletti et al. 2011). Using wild strains isolated from
the environment of mterest is strongly recommended
for studies of this nature, and many previous studies
failed to do so. This study demonstrated that the over-
all susceptibility patterns of the strains were some-
what similar. but the variations observed seem to
confirm the need for using different strains isolated
from the site of interest,

There are several parameters that determine the
antimicrobial impact of an agent. such as a positive
surface charge and hyvdrophobicity nature. Because
bacterial surfaces are negatively charged at phyvsiolog-
ical pH, compounds with quaternary  ammonium
groups (catlonic) have been wused as antibacterial
agents. QPEl nanoparticles were prepared via reduc-
tive amination method followed by further N-methyla-
tion. which raises their positive charge by converting
PEI's primary, secondary and tertiary amino groups
into cationic quaternary amino groups (Beyth ef al.
20060), The value of zeta potential of approximately
68,5 mV of the QPEl nanoparticles used in this study
is considered to be in a range ol particle charge with
potential to be effective against several bacterial spe-
cies  (Yudovin-Farber 2008, Yudovin-Farber et ol
20010}, The particle size of approximately 38 nm con-
firms the nanoscale of the particles. leaving a wide
specific surface area of the material with several
positively charged moicties capable of exerting antimi-
crobial activity, Lin et al. (2003) reported  that
N-alkylated PEI could be elfective against a variety of
Gram-positive  and  Gram-negative bacteria. Beyth
et al. (2006a) suggested that the characteristics of
positive charge and insolubility of this material relate
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to the antibacterial mechanism: the quaternary
ammonium compounds cause lysis of the bacterial
cells by binding 1o cell wall components and causing
leakage of the cyloplasmic material. Shvero et al
(2010} observed that QPEI nanoparticles incorporated
at low concentrations in a provisional cement exhib-
ited antibacterial effects against Strepfococens nritans
and E. faeealis for a period of 14 days. Also. Beyth
el al, (2010ab) reported the improvement of clinical
performance of composile resins by inhibiting bacte-
rial growth and by preventing changes in the surface
roughness.

The DCT is a gquantitative and reproducible method
that has been widely used for the evaluation of the
antimicrobial effects of sealers and root-end filling
maiterials, because it allegedly simulates the contact
of the test bacteria with the material in the clinical
selting (Weiss ol al. 1996, Zhang ef al. 20091 One
disadvantage of DCT is that it provides no information
on the antibiofilm effects of sealers (Haapasalo & Shen
2010). The assay used herein was modified to permit
analysis of the bactericidal instead of the bacterio-
static eflects of the materials (Zhang et al. 2009, This
informaltion is usually available from DCT using turbi-
dimetric measurements. In the assay used in the pres-
ent  study. surviving  bacterial counts can  be
calculated after each contact time by cultivation.
Information on bactericidal effects is more clinically
relevant, since residual bacteria that are inhibited by
the antimicrobial agent may start to flourish again
when the inhibitory effects cease. In addition to eval-
uating the bacteriostatic effects, the DCT based on
measurements of the optical density may have the
results influenced by particles released from the sealer
(Seil & Webster 2012).
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Most root canal scalers have weak and short-term
antibacterial activity, which significantly decreases
after setting (@rstavik 1981, Spangberg et al. 1993,
Siqueira & Gongalves 1996, Siqueira ef al. 2000, Kay-
aoghy ef ml. 2003), This was confirmed in this study.
especially for PCS. Addition of QPEI nanoparticles pro-
longed the antimicrobial effect of PCS. Theoretically.
prolonging the antibacterial effects of sealers may be
interesting to help prevent reinfection and possibly to
affect residual bacteria that survived the treatment
procedures. PCS is a zine oxide-cugenol-based sealer
that is widely reported as having pronounced antibac-
terial activity, regardless of the methods used for eval-
uation (Cobankara et al. 2004, Gomes et al. 2004,
Saleh et wl. 2004, Kayvaogla et al. 2005). Most of the
eflects are attributed o cugenol (Hauman & Love
2003), although xinc oxide and silver powder present
in PCS composition may also contribute some effects.
The results of this investigation conlirmed that PCS is
elfective in the fresh state, but loses ellectiveness afler
selting, Incorporation of QPEl nanoparticles at low
concenirations (1% and 2%  w/w) significantly
increased the sealer's long-lasting antibacterial effects.

AH Plus, a two-component paste rool canal sealer,
based on a polymerization reaction of epoxy resin
amines was also tested for comparison. as it has been
continuously used in comparative studies of physico-
chemical. biological and antimicrebial properties of
root canal sealers (Versiani et al. 2006, Baer & Maki
2000). The antibacterial effects of AH Plus may be
related to bisphenol diglyeidvl ether (Sigueira &
Gongalves 1996). Pimo et al (20006) used DCT and
reported that only freshly prepared AH Plus possessed
antibacterial activity, whereas 24-h and 7-day-old
samples of this material showed no significant effects
on E. faccolis. Similar results were reporied by other
authors (Kayaoglu et al. 2005, Zhang et al. 2009).
The results of the present study are in line with the
previous ones, with [resh samples showing antibacte-
rial cliectiveness (except for one endodontic strain).
and aged samples exhibiting no signilicant  eflfects.
Incorporation of QPEl nanoparticles in AH Plus
sealer, regardless of the concentration used, did not
improve the antibacterial cffects of cither fresh or
aged samples, The reasons why this occurred are
unknown. but one may speculate that the QPEI
nanoparticles may be oriented in such a configuration
that allows the hydrophilic groups of the nanoparti-
cles to be at the surface of AH Plus, although not
heavily charged, possibly due to the complex chemical
composition of the sealer, which may affect charge
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availability. This explanation gains credibility when
ong analyses the wettability increase in AH Plus
(hydrophilic groups on the surface of the sealer) and
the almost null change in the zeta potential.

A recent study has also evaluated the effects of add-
ing QPEl nanoparticles on the antibacterial effects of
AH Plus and Guttalllow against an 1. faeealis strain
(Kesler-Shvero ot al. 201 3). The results showed anti-
bacterial effects that were maintained for 4 weeks.
The present findings for AH Plus are in disagreement
with their study, and this may be because of the dif-
ferent methods used. In their study, bacterial viability
was established using a calibration curve based on
optlical density values, A complication associated with
this method is that nanoparticles themselves may
contribute 1o the optical density of the sample (Seil &
Webster 200 2). Another possible reason for the difler-
ence may be related 1o the different batches of sealers
used in the two studies, since even samples [rom AH
Plus taken from the same tube may exhibit dilferent
physicochemical propertics (Baldi et ol 2012). This
possibility remains to be tested.

Physicochemical and mechanical tesis were also
conducted in this study, and the results indicated that
incorporating QPEl nanoparticles into sealers did not
significantly affect most of the propertics evaluated,
except for setting time (PCS). wettability (both sealers)
and surface charge (both sealers). The nanoparticles
of QOPEl used in this study have a hydrophilic reticu-
lated core linked to a hydrophobic chain containing
the cationic guaternary ammonium groups. As both
sealers are composed of several organic and inorganic
materials, it is difficult to propose a sealer-QPEI inter-
action mechanism. The commercial sealers under
study showed a hydrophobic behaviour, Because addi-
tion of nanoparticles of QPEl made both sealers
become more hydrophilic, it is possible (o infer that
the core of the particles are near the surface and the
hydrophobic chains are interacting with hydrophobic
components ol the sealers, Sealers with & more hydro-
philic surlace may have their penetration in irregular-
ities of the root canal system facilitated, which may
in gome way impact on elimination ol residual bacte-
ria in these arcas. Furthermore. from the surface
charge changes observed afier QOPEL incorporaiion, it
is possible that the interaction sealee-QPED led 1o qua-
ternarium ammonium cationic groups being located
preferentially on the surface of both sealers. but with
less available charges for AH Plus as discussed above.

In general, both effective antimicrobial activity and
low toxicity are properties required for an ideal root
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canal sealer. With QPEI nanoparticle incorporation, a
long antimicrobinl activity with low tissue toxic effects
iz expected because this material only acts locally, by
contact (Yudovin-Farber of al. 2008). Recently. the
cytotoxic effects of three commercially scalers (AH
Plus. GuttaFlow and Epiphany). belore and following
incorporation of 1% QPElL, were evaluated. and lind-
ings demonstrated no significant influence on the sea-
ler's biocompatibility (Abramaovitz et al. 2012). Future
studies evaluating the cytotoxicity of these sealers, as
well as other mechanical properties such as sealing
ability, are required belore scalers incorporated with
QPEI nanoparticles be clinically used.

Conclusion

Incorporation of QPEl nanoparticles in PCS EWT at
1% w/w and 2% w/w concentration enhanced the
antibacterial eflfectivencss against E. Jeecalis strains,
for a period of 7 days after setting. Several physico-
chemical and mechanical properties of the sealers
are not affected by QPEl nanoparticle incorporation.
except for setting time, wettability and zeta potential.
Changes of these propertics may cnhance the anti-
bacterial activity and increase the ability of the sea-
ler to penetrate in the complex root canal system.
Further investigations of other properties such as
cytotoxicity and antibiolilm and sealing abilities are
NEecessary.
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Antibiofilm Effects of Endodontic Sealers Containing
Quaternary Ammonium Polyethylenimine Nanoparticles

- Joana Barros, DMD,* Marlei G. Silva, BBS,” Isabela N. Rocas, PhD,” Lucio S. Gongalves, PbD,’
- Flavio E Alves, PhD,f Maria A. Lopes, PhD,’f Irene Pina-Vaz, PbhD,* and José E Siqueira, Jr, PhD’

Abstract

Introduction: This study evaluated the antibiofilm
effects of 2 endodontic sealers incorporated with qua-
ternary ammonium polyethylenimine (QPEI) nanopar-
ticles at a 2% concentration (w/w). Methods: The
materials tested were AH Plus and Pulp Canal Sealer
EWT (PCS) in the commercial unmodified form or
containing 2% QPEI. Antibiofilm assays were conduct-
ed by using direct-contact and membrane-restricted
tests for evaluation of bacterial viability in biofilms
grown onto membranes or paper disks and the crystal
violet microtiter-plate assay to evaluate the effects of
sealer extracts on the biofilm biomass. Two Entero-
coccus faecalis strains (ATCC and an endodontic
isolate) were used. Results: Direct contact and
membrane-restricted antibiofilm tests revealed that
PCS 2% was the only material to promote total killing
of E. faecalis ATCC biofilms. All the materials signif-
icantly reduced bacterial counts in E. faecalis ATCC
biofilms when compared with the positive control in
both tests (P < .05). In the direct test against E. fae-
calis RW35, PCS 2% was significantly more effective
than the other materials and was the only one that
showed significantly lower counts than the positive
control (P < .05). In the crystal violet assay, only AH
Plus 2% presented optical density readings signifi-
cantly lower than the positive control of the ATCC
strain (P < .05). No other significant effects on the bio-
film biomass of the 2 E. faecalis strains were
observed for any of the sealers tested (P > .05).
Conclusions: Addition of QPEI nanoparticles improved
the killing ability of PCS against biofilms of both E.
faecalis strains and the effects of AH Plus on the
biomass of biofilms from the ATCC strain. (J Endod
2014; M:1-5)

Key Words
Biofilms, endodontic sealers, Enterococcus faecalis,
nanoparticles, quaternary ammonium

pical periodontitis has been recognized as a biofilm-induced disease (1). Although
the currently available methods for chemomechanical debridement have been

shown to promote significant microbial reduction in infected canals, complete eradi-
cation is still unattainable in most cases (2, 3). Studies have demonstrated that
biofilms present in areas such as isthmus, lateral canals, and apical ramifications
may remain untouched after root canal instrumentation and irrigation procedures
(4, 5). Not surprisingly, it has been shown that treated teeth with persistent disease
are commonly associated with biofilms present in these areas (6). Therefore, reduction
of the critical bacterial concentration and disruption of biofilms can predictably
improve the chances for a positive periradicular response to endodontic treatment.

Endodontic filling materials with antimicrobial properties have the potential to
eliminate or entomb microorganisms that persisted after chemomechanical proce-
dures. Preventing bacterial recontamination is also a goal to be reached with filling ma-
terials. Ideally, root canal sealers should exhibit antibacterial and antibiofilm effects.
They should be used in a way that permits the material to reach residual bacterial bio-
films in remote areas of the root canal system. Although several studies have reported
the antimicrobial activity of some endodontic sealers (7—10), most investigations used
either the direct contact test (DCT) or the agar diffusion test. Both methods have
significant limitations. Whereas DCT evaluates the effects against planktonic bacteria,
agar diffusion test requires diffusion of the test material through the culture medium
and does not differentiate bactericidal from bacteriostatic effects. In the clinical
condition, some factors such as tissue remnants, smear layer, and previous
dressings or filling materials may prevent close contact between the sealer and
residual bacteria. To simulate these conditions, some studies have proposed changes
in the methods to test the antibacterial activity of the sealers, including a membrane-
restricted assay in which a membrane is placed between the sealer and the biofilm
(11). Although there have been many investigations on the antibiofilm effects of
irrigants and medicaments, root canal sealers have not been consistently studied.

Incorporation of nanoparticles of different antimicrobial compounds has
emerged as an approach to increase the antimicrobial activity of endodontic sealers
(8, 10, 12, 13). It has been previously reported that incorporation of quaternary
ammonium polyethylenimine (QPEI) nanoparticles into various composite resins,
provisional cements, and root canal sealers promoted strong and long-lasting antibac-
terial properties. Besides, this increase in the antibacterial activity did not introduce
significant changes on other biological, physicochemical, and mechanical properties
of the materials (8, 14-16).

The purpose of the present study was to evaluate the effects of 2 endodontic
sealers, unmodified or loaded with QPEI nanoparticles at 2% w/w concentration, on
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biofilms formed by 2 Enterococcus faecalis strains. The methods used
were the direct contact and membrane-restricted antibiofilm assays and
the crystal violet microtiter-plate test.

Materials and Methods
Materials Tested
Two endodontic sealers were tested, AH Plus (Dentsply, DeTrey,
Konstanz, Germany) and Pulp Canal Sealer EWT (PCS) (Kerr, Italia
Stl, Salerno, Italy). QPEI nanoparticles were synthesized via reductive
amination and incorporated into the sealers at 2% w/w by using the
methodology reported before (8).

Antibiofilm Activity: Direct Contact and Membrane-
restricted Experiments

E. faecalis strains ATCC 29212 and RW35 (isolated from a root
canal with post-treatment apical periodontitis) were grown overnight
at 37°C in trypticase soy broth (Difco, Detroit, MI). Bacterial inoculum
was standardized to an optical density (OD) of 0.1 (600 nm). Biofilms
were grown on filter paper disks (4 mm in diameter; Whatman GmbH,
Dassel, Germany) or cellulose nitrate membrane filters (0.22-um pore
size, 13 mm in diameter; Whatman GmbH). Disks and membranes were
placed on the surface of Mitis Salivarius agar plates. Then, aliquots of 5
or 10 uL of the bacterial suspension were applied to the surface of each
disk or membrane, respectively, and plates were stored for 48 hours at
37°C.

For the DCT, approximately 40 uL of each fresh sealer was placed
onto the biofilms formed on paper disks. For the membrane-restricted
test, a sterile filter membrane was placed over the biofilm-containing
membrane before placement of the sealer. Four disks or membranes
were used for each sealer. The contact time in both tests was 30 minutes
at 37°C. After exposure, the bulk of sealer was wiped off from the sur-
face of the paper disk in the DCT. In the membrane-restricted test, the
filter membrane with the sealer was discarded. As positive controls,
biofilm-containing disks and membranes without any contact with
sealer were used; negative controls consisted of sterile disks and mem-
branes exposed to the sealers.

Disks and membranes were transferred to vials containing 2 mL
sterile phosphate-buffered saline (PBS) and slightly agitated to remove
unattached cells. Then they were transferred to another flask containing
2 mL PBS and vortexed for 30 seconds, followed by ultrasonication for
5 minutes. After serial 10-fold dilutions, bacterial survival was deter-
mined by culturing 10-uL aliquots of each dilution onto Mitis Salivar-
ius agar plates. Colony-forming units were counted after incubation for
24 hours at 37°C.

Antibiofilm Activity: Crystal Violet Assay

Test samples were prepared according to International Standard
Organization 10993-5:2009 (17). Briefly, 0.1 g of each sealer was
immersed in 1 mL saline solution and incubated for 24 and 48 hours
at 37°C in a humidified chamber. The final extracts were collected. A
third experimental group consisted of a heavy suspension of each sealer
prepared as follows. The sealers were mixed according to the manufac-
turer’s instruction (2.5 g each) and left to set for 48 hours at 37°C in a
humidified chamber. Afterwards, the sealer specimens were ground in a
6750 freezer mill (Spex, Metuchen, NJ) operated at the liquid nitrogen
temperature, and 2 g of powder from each material powder was mixed
with 20 mL saline solution.

Biofilm biomass was visualized and quantified with a modified crys-
tal violet binding assay. The bacterial strains used were the same as those
used in the antibiofilm experiment described above. Inoculum was
prepared in trypticase soy broth (Difco) supplemented with 1% glucose

2 Barros et al.

(Merck, Whitehouse Station, NJ) according to the 0.5 McFarland
standard from an overnight culture of each bacterial strain. After agitation
by vortex, 200-uL aliquots of the bacterial suspension were distributed in
wells of 2 96-well microtiter plate (tissue culture—treated polystyrene, flat
bottoms, model 92096 TPP; Techno Plastic Products, Trasadingen,
Switzerland) and incubated for 24 hours at 37°C. The content of each
well was aspirated, and the wells were rinsed 3 times with 200 uL PBS
(pH 7.2) to remove loosely attached cells. Sealer extracts or heavy sus-
pensions were applied at 200 uL per well for 120 minutes at 37°C. After
removal of the sealer samples, each well was washed 3 times with PBS,
and then adhering bacteria were stained for 20 minutes with 200 uL
0.1% crystal violet solution at room temperature. Excess stain was rinsed
off by copious washing with distilled water. Plates were overturned and
air-dried, and the dye bound to the adhering cells was solubilized with
150 uL 95% ethanol for 5 minutes. To quantify the biofilm biomass
remaining after treatment, absorbance (590 nm) of the crystal violet
solution was measured by using an enzyme-linked immunosorbent assay
reader (Model 680; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). For the posi-
tive control, saline was used instead of the test substance. For the negative
control, sterile culture broth was used. All assays were performed with 4
repetitions on 2 separate occasions. The cutoff value for OD measure-
ments was defined as 3 standard deviations above the mean OD of the
negative control (18). Therefore, final OD values were expressed as
average OD value reduced by the cutoff value.

Statistical Analysis

Data were analyzed by using the Statistical Package for the Social
Sciences software, version 20.0 (SPSS, Chicago, IL). The antibiofilm
effects of the test materials in all assays and against the 2 E. faecalis
strains were compared by one-way analysis of variance and Tukey post
hoc test. The statistical significance level of 5% (P < .05) was established
for all analyses.

Resuits

The direct contact and membrane-restricted antibiofilm assays

provide information about the effects of the materials tested on the
viability of cells forming the biofilm. Biofilm formation on the filter disks
and membranes was confirmed by scanning electron microscopy (data
not shown). Results showed that PCS 2% was the only material to pro-
mote total killing of E. faecalis ATCC biofilms in both direct and
membrane-restricted tests (Fig. 1). This material was significantly better
than all the other materials tested and the positive control (P < .01). In
addition, all the materials significantly reduced bacterial counts in E.
faecalis ATCC biofilms when compared with the positive control in
both tests (P < .05). In the DCT against E. faecalis RW35, PCS 2%
was significantly more effective than the other materials and the only
one to promote significantly lower bacterial counts than the positive
control (P < .05). No material showed significant killing effects in
the membrane-restricted assay against strain RW35 (Fig. 1).

The microtiter plate assay using crystal violet provides information
on the effects of the materials on the biofilm biomass. In this experiment,
AH Plus with or without QPEI showed overall the lowest OD values, but
statistical analysis revealed that only AH Plus 2% showed OD readings
significantly lower than the positive control of the ATCC strain
(P < .05) (Fig. 2). No other significant effects on the biofilm biomass
of the 2 E. faecalis strains were observed for any of the sealers tested
P> .05).

Discussion

The biofilm mode of growth is a microbial strategy to survive in
most environments and endure adverse conditions (19). In an
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Figure 1. Effects of root canal sealers on biofilms from 2 E. faecalis strains. Direct contact (4) and membrane-restricted (B) antibiofilm assays. *Significantly

different from the control group. CFU, colony-forming units.

attempt to improve the antibiofilm and antibacterial effects of sealers,
QPEI nanoparticles were prepared and incorporated into AH Plus
and PCS.

The present findings showed that PCS with QPEI nanoparticles was
the only material in both direct contact and membrane-restricted anti-
biofilm assays to promote total bacterial killing in biofilms formed by
the E. faecalis ATCC strain. This material was also significantly more
effective than the others in the direct contact antibiofilm test against
the RW35 strain. These results are in line with our previous study
that used DCT for testing the effects on planktonic cells of the same
strains (8). As for the effects on the biofilm biomass, only AH Plus
with QPEI nanoparticles showed significantly reduced OD when
compared with the other groups, but this was only observed for the
ATCC strain.

E. faecalis was used in this study because it is one of the most
prevalent species in root canals of teeth with post-treatment disease
and may be resistant to various substances used in the root canal treat-
ment (20-22). The 2 strains used were shown to form biofilms in all
experiments. The ATCC strain is from urine origin and has been
commonly used in endodontic studies, whereas the other strain is an
endodontic isolate from a root canal-treated tooth with persistent
disease (RW35) (23). The endodontic strain was clearly less affected
by the sealers than the ATCC strain. The variations observed on the
behavior of the 2 strains underline the need for using clinical strains
isolated from the site of interest. Moreover, different endodontic isolates
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0 control
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2 015
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g o W AHPlus 2%
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of E. faecalis diverge in their abilities to form biofilms (24, 25), and this
may help explain the present results.

There are many methods to investigate the antibiofilm effects of sub-
stances and materials (26), but most of them are very difficult to be
adapted for the evaluation of endodontic sealers. Consequently, there
are only a limited number of studies assessing the antibiofilm effects of
endodontic sealers (11, 13, 27). One of these studies evaluated the
activity of 7 different sealers against E. faecalis biofilms formed on
bovine dentin (27), whereas the other 2 studies used the direct contact
and membrane-restricted antibiofilm assays (11, 13). Although the
former has the advantage of being closer to the clinical conditions
because it has a substrate of dentin for biofilm formation, the latter
methods are easier to standardize, control, and retrieve remaining
cells from the experimental biofilms. In the present study, antibiofilm
activity was evaluated against monospecies biofilms of E. faecalis
strains after 48-hour incubation. Because different levels of maturation
may influence the susceptibility of biofilms to antimicrobial agents
(28, 29), further studies should investigate the antibiofilm activity of
sealers against older biofilms.

Compounds with quaternary ammonium cationic groups have
been used as antibacterial agents. Their mechanism of action is related
to the ability to cause lysis of the bacterial cell wall and consequent
leakage of the cytoplasmic content (14). The increased surface area
and charge density of nanoparticles, when compared with their bulk
counterparts, greatly increase the degree of interaction with the

B 0,35
0,30
o
%’, 0,25 mPCS 0%
$ 0,20 WPCS 2%
[a]
= 0,15 W AHPlus 0%
8
g_ 0,10 ® AHPlus 2%
0,05 M Positive
0 control

ATCC 29212 RW35

Figure 2. Effects of root canal sealers on biofilms from 2 E. faecalis strains. Microtiter-plate crystal violet antibiofilm assay. (4) Test using extracts from sealers
prepared 24 hours before, (B) test after 48 hours of mixing, and (C) test using heavy suspension from sealers prepared 48 hours before. *Significantly different

from the control group.
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negatively charged bacterial surface (30). QPEI antimicrobial activity
against several bacterial species has been reported (31, 32). Our
group (8) demonstrated that incorporation of QPEI nanoparticles in
PCS EWT sealer at 1% w/w and 2% w/w concentrations was significantly
effective in killing planktonic cells of 3 E. faecalis strains 7 days after

)
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sive ultrasonic activation as a supplementary disinfecting step: a clinical study.
J Endod 2013;39:190—4.

. Rogas IN, Lima KG, Siqueira JF Jr. Reduction in bacterial counts in infected root ca-
nals after rotary or hand nickel-titanium instrumentation: a clinical study. Int Endod
] 2013;46:681-7.
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hydrophilic (8). A root canal sealer with hydrophilic surface may
have its contact and penetration in biofilm structures increased, which 1
may favor bacterial elimination and matrix destruction.

172 AH Plus is a widely used epoxy resin—based sealer and has been 1
shown to have antimicrobial activity, especially before setting (8,
9,11). In the present study, AH Plus with or without QPEI was 1
effective only against biofilms from the ATCC strain. Incorporation of
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Impact of polishing or not polishing the
samples on dentine/sealer interface: a
backscattered FEG-SEM study

Aim The purpose of this study was Lo investigate if the polishing
procedures under field emission gun scanning electron micros-
copy (FEG-SEM) observation influence the denline-sealer Interface
In apical. middle and coronal thirds.

Methodology The root canals of single-rooted human teeth were
prepared with the Protaper technique up to F4 and lilled by the
conlinuous wave lechnique with gulla-percha Protaper cones
and epoxy resin-based sealer- AH-Plus (Denisply De Trey, Ger-
many). The teeth were sectioned perpendicular to their long axis
Lo obtain 36 dentine discs 2 mm thick. The samples were pre-
pared for scanning electron wmicroscopy (SEM). Eighteen discs
were polished with wet silicon carbide papers of decreasing abra-
stveness (up to 1200-grit) and solt tissue with increasingly line
diamond suspension Lo a particle size of 1 pm (Buehler, Ltd.). The
other eighteen discs were not polished. Statistical analysis was
performed using Mann-Whitney U-test (P < 0.05),

Results No statistical significance concerning the presence of
gaps on dentine/sealer interface was found between polished or
not polished samples (P = 0.479) and between apical. middle and
coronal thirds (P > 0.05).

Conclusions Since there was no statistical signilicance belween
the groups it can be concluded thatl polishing the sumples may be
an advantage because it produces a betler and cleaner image for
SEM observation.

R137

J. Barros'*, M.G. Sllva?, F.R.F. Alves’. I. Pina-Vaz', LN. Rogas® &
J.E. Siquelra Jr*

"Department of Endodontology, Faculty of Dentistry of the University
of Porto. Porto, Partugal, Institute of Microblology Prof. Paulo de
Gées, Federal University of Rio de fanetra, Rio de Janeiro &
IDepartment of Endodontology, Dental School. Esticio de Sk
University. Rio de Janeiro. Brazil

In vitro antibacterial activity of an endodontic
sealer incorporated with PEl nanoparticles

Aim To investigate the antimicrobial activity of a root canal sea-
ler with incorporated quaternary ammonium polyethylemine(PEID)
nanoparticles.

Methodology The antibacterial activity of Pulp Canal Sealer
EWT unmodified (PCS) or conlaining 2% w/w of PEl-nanoparti-
cles (PCS-29PEI) was evaluated against Enterococcus faccalis ATCC
29212 using the agar diusion test (ADT). the direet contact test
(DCT), and a membrane biolilm assay (MBA). For ADT. the diam-
eters of baclerial inhibition zones were meusured afier 24 h of
incubation at 37°C. For DCT, a bacterial suspension was exposed
1o Lhe tesl sealers (freshly mixed or sel for 7 days) for 10, 30 and
60 min. Nitrocellulose membrane filters were used to induce bio-
film formation for 48 h at 37°C. With or withoul a membrane
lilter placed between the biofilm and freshly prepared sealers, the
colony-forming unils were counted aller 30 min of exposure,
Results ADT results showed no difference in the zones of inhibi-
tion between the 1est sealers. In DCT, both fresh PCS and PCS-2%
PEI had pronounced antibacterial activity. After 7 days of setting.
both sealers had a decrease in anlibacterial activily in relation to
the same malerials in fresh state: however, set PCS-2%PEI exhibited
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signilicantly greater antibacterial effects within 30 and 60 min of
contact when compared with set PCS (P < (0.03). In MBA, PCS-2%
PEI had increased effectiveness against 48-h E. faccalls biofilms in a
membrane-restricted contact test when compared to PCS.

Conclusions Addition ol PEl nanoparticles has the potential to
increase the antibacterial effects of sealers. especially afler setting,

R138

L. Andriukaitiene'*, N. Bolstad Limchaichana®, A. Verket® & E.N.
Kerosuo'

!Institute of Clinical Dentistry. Tromso University, Tromso &
*Department of Biomaterials, Institute of Clinical Dentistry. Oslo
University. Oslo. Norway

Effect of smear layer on the adaptation of two
sealers to root canal dentine: a micro-CT
evaluation

Aim Quantitatively evaluate adaptation of two resin-based rool
canal sealers with gutta-percha (GP) to dentine walls with and
without smear layer using non-destructive three-dimensional
micro-computed tomography analysis.

Methodology Twenty maxillary central incisors were instrumen-
ted up Lo size 80 using 2.5% NaOCI as an irrigant. Therealter 10
roots were irrigated with 17% EDTA for 5 min. Canuls were lilled
with GP using & lateral condensation technique and divided into
four subgroups (N = 35) with two sealers: AH Plus or MTA Fill
Apex. both with or without using EDTA. Aller 1-week setting, sam-
ples were subjected (o high-resolution Skyscan 1172 p-CT system
for scanning, performed by 360° rotations around the vertical axis
with rotation step of (1.3°. Cross-sectional pixel size and intersection
distance was 3 pm. Cross-section images were reconstructed from
the projection image and then quantilied using Image software.
The gups along the dentine/lilling malerinl were expressed in mm’
in coronal, middle and apical part of the root, ANOVA with Bonfer-
roni post hoe lest was used to compare the groups,

Results With both materials, the lowest mean volume of voids
were observed in the apical third, and in the presence of smear,
being 0,002 £ 0.003 mm® and 0.025 £ 0.051 mm® for AH
Plus and MTA Fill Apex, respectively, Volume of volds increased
gradually from apical part to coronal in all tested groups regard-
less of dentin pretreatment.

Conclusions Canal lilling using AHPlus sealer with smear layer
left #n sitn had considerably lower mean value of voids compared
to MTA Fill Apex.
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C.M. Diegritz*, 0. Gerlitzki, C. Fotiadou & M. Folwaczny
Restorative Dentistry end Periodontology, Ludwig Maximilians
University, Munich, Germany

In vitro high resolution infrared thermo-
imaging analysis of four different root filling
devices for warm vertical compaction

Aim To assess the lemperature range of four root lilling devices
for warm vertical compaction at a temperature setling of 200°C,

Methodology B&L Alpha 2 (B&L Biotech: Bala Cynwyd, USA)
System B (SybronEndo, USA). ElementsObturation Unit (SybronEndo.
USA) as well as VOW Beefill 2 in 1 (VOW GmbH. Germany) were
selected for this study. Plugger sizes 0.03 .04, 0.03, 0.06, 0.08.
0.10 were used and the temperature level was sel at 200°C. Seven
runs of 3 s aclivation period were analysed by the infrared tem-
perature sensor TIM 400 (Micro Epsilon. Germany). The thermo-
grams were recorded at a (.01 s interval. The Rlling device was
placed in a black box and the plugger was blackened to minimize
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ABSTRACT

Introduction: One of the main goals of endodontic treatment is to eliminate microorganisms from
the root canal system. However, treatment might reduce, but not necessarily completely
eliminate, root infection. During the last decades continuous efforts have been made to develop
materials with antimicrobial properties to improve the outcome of endodontic treatment.
Objective: The aim of this study was to determine the antimicrobial activity of polyethylenimine,
chitosan and cerium nitrate against usual root canal microbial colonizers. Methods:
Polyethylenimine (PEIl), low molecular weight chitosan (LMWC) and cerium nitrate minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimal lethal concentration (MLC) was calculated regarding
two strains of Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans,
one clinical isolate and other belonging to American Type Culture Collection (ATCC). Results: All
the tested compounds exhibited antimicrobial activity regarding all tested microorganisms.
Chitosan was the less effective being more efficient for bacteria. Cerium nitrate was equally
efficient for bacteria and yeasts. PEl was the most efficient compound regarding bacteria and
yeast. The results obtained clearly showed the fungicide and bactericide capabilities of PEl and
chitosan since MIC and MLC values were similar. Regarding cerium nitrate, MLC values were greater
than MIC values indicating its bacteriostatic and fungistatic effect. Conclusions: These compounds
may play a promising role regarding different biomedical applications namely regarding on
endodontic materials where they can be used isolated or in combination with the commercially
available materials.

KEYWORDS antimicrobial activity, polyethylenimine, low molecular weight chitosan, cerium
nitrate.
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Background: The human body is colonized by a variety of bacteria and fungi, but most individuals
maintain a healthy homeostasis. Since bacterial and fungal antimicrobial resistance represents an
increasing problem, the development of suitable alternatives to control infections is of extreme
importance. Polyethylenimine (PEIl) is an antimicrobial peptide that has proved to exhibit antibacterial
activity against various oral pathogens, including those that cause periodontitis, caries and
endodontic infections, suggesting that they can be developed as a novel class of antibacterials. The
objective of our work is to study the effect of this compound on planktonic cells and biofilms and to
explain the mechanism of action. Methods: The antimicrobial and anti-biofilm effect of PEIl was
tested against Candida albicans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
both ATCC and clinical strains. CLSI protocols were followed for MIC and MLC determination and the
biofilm metabolic activity, assessed in polystyrene plates and in hydroxyapatite discs, was measured
using a colorimetric tetrazolium reduction assay. After incubation with several concentrations of PEI,
cell suspensions, were stained with the fluorescent markers propidium iodide (Pl-a dead indicator)
and DIBAC, (indicator of membrane potential) and analysed in a FACScalibur cytometer. Results:
The MIC and MLC values obtained for PEIl were similar and ranged between 0.03 and 0.4 mg/l
proving the microbicidal and fungicidal activity of this compound. PEI proved to be more efficient for
fungi than for bacteria. Antibiofilm activity was also proved for all the microrganisms. Flow cytometry
analysis indicate severe lesion of the membrane by staining with Pl and depolarization of the cells by
staining with DIBAC, treated with MLC values of PEI. Conclusions: PEIl may play a promising role
regarding different biomedical applications. In order to increase the antimicrobial activity of
endodontic materials, PEl can be used, isolated or combined with commercially available
compounds. Regarding the catheter use, the impregnation of these medical devices is a possibility.
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