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Sumario: Avaliar os efeitos antimicrobianos da solucdo de nanoparticulas de prata (NP-
Ag) na viabilidade celular de diferentes espécies de micro-organismos, associado a
instrumentagdo com o Sistema Protaper Universal™. Quarenta pré-molares inferiores
humanos foram selecionados e os canais radiculares contaminados por: Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e Enterococcus faecalis. Estes foram
divididos em 4 grupos de acordo com a solucdo irrigadora utilizada: Grupo 1: Solucdo de
NP-Ag; Grupo 2: NaOCI a 1%; Grupo 3: (Controle positivo): Solugdo Salina estéril (NaCl
0,9%); Grupo 4: (Controle negativo— sem micro-organismos): Solucdo Salina estéril (NaCl
0,9%). Os canais foram instrumentados com o sistema rotatorio ProTaper Universal™ e foi
avaliada a acdo antimicrobiana das solucdes antes e ap0s o preparo biomecanico. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste Exato de Fischer (p<0,05). Ao final do experimento, o
NaOCI a 1% se mostrou eficaz para eliminacdo de todos os micro-organismos testados
(p<0,001), enquanto a solucdo de NP-Ag apresentou resultado significativo apenas para a
C. albicans, apresentando diferencas entre esses dois grupos (p = 0,033). Verificou-se que
a NP-Ag foi capaz de reduzir o numero de células viaveis de C. albicans, porém
demonstrou ser ineficaz para S. aureus, P. aeruginosas e E. faecalis.
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INTRODUCAO

Na Endodontia a reducdo ou eliminagdo microbiana é obtida por meio da agdo mecanica
dos instrumentos endodénticos e das propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas das
soluc@es irrigadoras (Siqueira jr et al., 2000); ao longo dos anos varias substancias tém
sido preconizadas, todas elas apresentando indicacfes precisas, vantagens e desvantagens
(Menezes et al., 2004). Nesse sentido, com intuito de buscar novas alternativas,
procuramos avaliar a atividade antibacteriana da solucdo de nanoparticulas de prata (NP-
Ag) frente a Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e
Enterococcus faecalis, sob a acdo da instrumentacdo com o sistema rotatorio ProTaper
Universal™,

MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPE (CAAE:
07864012.3.0000.5208), foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Nutricdo da UFPE, e no Departamento de Quimica Fundamental-
DQF/UFPE que foi responsavel pela realizagdo dos ensaios de caracterizacdo das
nanoparticulas.

Selecdo da nanoparticula de prata: Para determinar as concentracbes minimas
inibitdrias (CIM) e minimas bactericidas (CBM) e fungicidas (CFM) das nanoparticulas de
prata foi realizado o teste de microdiluicdo seriada em placas de 96 pocos. Foi utilizado o
meio caldo BHI para as cepas de bactérias e 0 meio caldo Sabouraud para a cepa de C.
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albicans, as concentracfes de NP-Ag variaram de 0 a 600ug/mL. Para determinacdo da
CIM foi utilizado como revelador de viabilidade microbiana o corante resazurina. A CBM
e CFM foram consideradas como sendo a menor concentragdo a partir da qual ndo foi
observado crescimento microbiano, ap6s cultivo em meio de cultura sélido, na auséncia da
nanoparticula de prata.

Selecéo, Preparo dos Espécimes e Sistema Experimental: Foram selecionados 40 pré-
molares inferiores humanos, integros, unirradiculares, retos, com o comprimento variando
entre 20 e 21 mm. Realizou-se a abertura coronédria, e o sistema experimental foi
confeccionado, utilizando-se de um frasco de vidro com tampa de borracha; o dente foi
inserido até o limite amelocementério, a interface entre o dente e a tampa selado com
cianoacrilato que foram levados a esterilizacdo. Posteriormente, em uma camara de fluxo
laminar, os frascos foram preenchidos com BHI, e incubados a 35 + 2°C por 96h para se
verificar a esterilidade.

Preparo do pool microbiano e contaminagdo dos canais radiculares: Quatro
suspensdes microbianas foram formadas. As suspensdes tiveram densidade dptica ajustada
de acordo com a Escala de McFarland na concentracdo de 3x10° UFC/ mL para C.
albicans, e na concentragdo aproximada de 3x10® UFC/ mL para S. aureus, P.aeruginosas,
e E. faecalis, de cada suspensdo, 1mL foi removido e uma mistura foi preparada. Em
seguida, o sistema foi aberto e os canais radiculares infectados, exceto o controle negativo,
com 10uL utilizando uma micropipeta automatica. Limas esterilizadas tipo K 10# foram
utilizadas para levar a suspensao para o interior do canal. Para se testar a efetividade da
contaminacdo, o sistema foi incubado em estufa bioldgica a 35 + 2°C por 48h. A turbidez
do meio durante o periodo de incubacao foi indicativo do crescimento microbiano.
Preparo biomecanico dos canais radiculares: os grupos foram divididos com dez
espécimes cada: Grupo 1: Solucdo de NP-Ag; Grupo 2: Solucéo de NaOCl a 1%; Grupo 3:
(Controle positivo): Solugdo Salina estéril (NaCl 0,9%); Grupo 4: (Controle negativo —
sem micro-organismos): Solucdo Salina estéril (NaCl 0,9%). Todos foram instrumentados
com o sistema rotatorio ProTaper Universal™ até o instrumento F3. ApOs o preparo
biomecanico e antes da coleta do material do canal radicular, no grupo 2, foi realizada
irrigacdo com 2mL de Tiosulfato de Sodio a 5% para neutralizar o NaOCI. Para a
avaliacdo da acdo antimicrobiana das solugdes, pontas de papel absorvente estéreis foram
introduzidas no interior do canal radicular, por 1 minuto, da seguinte forma: TO-inicial
(antes do preparo biomecanico), T1- apos instrumentacdo com o F3, e depois transferidos
para tubos de ensaio com BHI e incubados a 35 + 2°C por 48h. Ap0s este periodo, foi
realizado o semeio em placas de Petri, para avaliar a presenca ou auséncia de crescimento
microbiano. Os dados obtidos foram submetidos ao teste Exato de Fischer (p<0,05).

RESULTADOS

Foram testados 4 solucdes de NP-Ag, a atividade antimicrobiana delas em relacdo aos
micro-organismos estudados foi avaliada segundo a determinacdo da concentracdo minima
bacteriostatica/fungiostatica, e da concentracdo minima bactericida/fungicida para 48 horas
de crescimento microbiano. Como se pode observar pelos resultados descritos no Quadro
1, as NP-Ag inibiram o crescimento dos micro-organismos testes, apresentando efeito
estatico e cida, contudo foi verificado que a nanoparticula de prata NP3 apresentou menor
concentracdo estatica e cida, sendo considerada a melhor para aplicacdo nos ensaios nos
dentes. Na Tabela 1, informa a quantidade total de prata, morfologia, tamanho e
distribuicdo das nanoparticulas de prata, que foram testadas neste experimento.

Quanto a intervengdo realizada nos dentes, todas as amostras do controle positivo
apresentaram crescimento microbiano antes e ap0s o0 preparo biomecénico. Ao contrario do
controle negativo, em que se observou auséncia de crescimento em todos os tempos
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experimentais, verificando-se diferencas significativas entre os grupos (p < 0,001). Com
relagdo aos micro-organismos E. faecalis, P. aeruginosas e S. aureus, a solucdo de NP-Ag
ndo promoveu a eliminacdo desses patdgenos, porém a solucdo de NaOCI a 1% se mostrou
efetiva(p < 0,001). Quando analisamos a acgdo das duas solucbes sob a C. albicans
verificou-se existir diferencas entre eles (p=0,033).

Quadro 1- ConcentracBes Inibitorias Minimas (CIMs) e Concentragdes Bactericidas
Minimas (CBMs) das NP-Ag para microrganismos patdgenos.

Micro- NP1 mg/mL NP2 mg/mL NP3 mg/mL NP4 mg/mL
organismos CIM | CBM | CIM | CBM | CIM | CBM | CIM | CBM

Staphylococcus | 31,98 | 47,97 | 16,92 | 25,38 | 15,78 | 23,67 | 23,37 | 31,16
aureus

Pseudomonas 31,98 | 47,97 | 33,84 | 50,76 | 31,56 | 47,34 | 31,16 | 46,74
aeruginosa

Enterococcus 4797 | 63,96 | 33,84 | 50,76 | 31,56 | 47,34 | 46,74 | 62,32
fecalis

Candida 31,98 | 47,97 | 25,38 | 33,84 | 23,67 | 31,56 | 31,16 | 46,74
albicans

Tabela 1- Quantidade total de prata, morfologia e tamanho e distribuicdo das NP-Ag.

NP Prata (AQ) Esférica Triangular Eliptica
Amostra  Ag (mg/mL) % size(hm) %  size (hm) % size (nm)
NP1 159.9 100.0 8.7£3.1 - - - -
NP2 169.2 97.0 15.0+79 25 222495 - -
NP3 157.8 77.3 31.8+104 159 27.1+10.1 6.8 33.2+3.6
NP4 155.8 75.2 43.2+143 233 38.2+14.8 1.5 38.4+7,3
DISCUSSAO

As NP-Ag vém ganhando espaco nas pesquisas da area odontoldgica, principalmente
devido ao seu amplo espectro antimicrobiano e antibiofilme (Garcia-Contreras et al., 2011;
Cheng et al., 2012), principalmente contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
incluindo bactérias antibiotico-resistentes(Percival, Bowler & Dolman, 2007). Elas tém
demonstrado satisfatoria biocompatibilidade, especialmente em baixas concentracdes
(Sivieri-Araujo, et al. 2013). Na literatura, ndo hd um consenso dos valores de CIM das
NP-Ag ( Chopra , 2007; Antunes et al., 2013). Sabe-se essa atividade é influenciada pelo
tamanho da particula (Onoda, 2011) e culmina com a interferéncia no processo de
multiplicacdo bacteriana (Feng et al., 2000). Desta forma, neste estudo realizou-se a
analise do CIM, para selecionar qual solucdo de NP-Ag teria melhor acdo nos micro-
organismos testes.

Apos 0 preparo biomecénico com o sistema rotatério proaper universal™, observou-se na
avaliacdo da acdo antimicrobiana da solucdo de NP-Ag, que ela pode reduzir a viabilidade
celular da C. albicans, porém ndo demonstrou ter acdo para a P. aeruginosas, E. faecalis e S.
aureus, corroborando com outras pesquisas (Santos, 2014; Carrera, 2009). Contudo a solugéo
de NaOCl a 1% se mostrou eficaz como solugédo irrigadora para todos os micro-
organismos teste, colaborando com outros estudos, que descrevem essa capacidade deste
produto de promover alteracdes celulares biossintéticas e danos fosfolipidos (Siqueira jr. et
al., 2000; Estrela et al., 2003).

CONCLUSOES

Verificou-se que a nanoparticula de prata em combinagdo com a instrumentacéo
automatizada do sistema ProTaper Universal™, foi capaz de reduzir o nimero de células
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viaveis de C. albicans, porém demonstrou ser ineficaz para S. aureus, P. aeruginosas e E.
faecalis.
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