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Alves F. Andlise da efetividade do blue®m frente ao enterococcus faecalis: estudo in

vitro [Dissertagao de Mestrado]. Curitiba: Universidade Positivo; 2022.

RESUMO

O principal objetivo do tratamento endodontico € a erradicagdo ou diminui¢do do
numero de microrganismos presentes no sistema de canais radiculares. Em casos de
infeccdes persistentes, nas quais o Enterococus faecalis (E. faecalis) ¢
frequentemente encontrado, o uso de medicagdes entre sessdes pode favorecer o
indice de sucesso do tratamento. Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar, in
vitro, a eficicia produto de liberacdo lenta de oxigénio (blue®m) da pasta de
hidréxido de célcio e do gel de clorexidina 2% (CHX) frente ao E. faecalis, através
da técnica em difusdo em agar. Para o teste foram utilizadas seis placas contendo
agar Miieller-Hinton e E. faecalis, e em cada uma das placas continham 4 pogos, 0s
quais foram preenchidos com os produtos testados, sendo um pog¢o com solugdo
salina (controle negativo). As placas foram incubadas em uma estufa a 37° C durante
48 horas e apos mensurados os didmetros dos halos de inibi¢do. O teste mostrou que
a CHX teve uma média de inibi¢dao de 26,17 mm, seguido do hidréxido de calcio
com 19mm. Tanto o blue®m quanto a solucdo salina ndo apresentaram halo de
inibi¢do. Os resultados obtidos nesta pesquisa in vitro demostraram que tanto o gel
de CHX 2%, quanto o hidroxido de calcio, tiveram resultados positivos, sendo que
a CHX apresentou maior inibi¢do contra E. faecalis. Ja o blue®m ndo se mostrou

eficaz.

Palavras-chave: Microbiologia, Enterococcus faecalis; Clorexidina; Hidroxido de

calcio.



Alves F. Analysis of the effectiveness of blue®m against enterococcus faecalis: in vitro
study [Dissertacdo de Mestrado]. Curitiba: Universidade Positivo; 2022.

ABSTRACT

The main objective of endodontic treatment is the eradication or reduction of the
number of microorganisms present in the root canal system. In cases of persistent
infections, in which Enterococus faecalis (E. faecalis) is frequently found, the use of
medications between sessions may favor the treatment success rate. Therefore, the
objective of this study was to evaluate, in vitro, the efficacy of the slow release of
oxygen product (blue®m) of calcium hydroxide paste and 2% chlorhexidine gel
(CHX) against E. faecalis, through the agar diffusion technique. For the test, six
plates containing Miieller-Hinton and E. faecalis agar were used, and each plate
contained 4 wells, which were filled with the tested products, one well with saline
solution (negative control). The plates were incubated in an oven at 37° C for 48
hours and after measuring the diameters of the inhibition zones. The test showed that
CHX had a mean inhibition of 26.17 mm, followed by calcium hydroxide with 19
mm. Both blue®m and saline showed no inhibition halo. The results obtained in this
in vitro research showed that both the 2% CHX gel and calcium hydroxide had
positive results, with CHX showing greater inhibition against E. faecalis. Blue®m,

on the other hand, was not effective.

Keywords: Microbiology; Enterococcus faecalis; Chlorhexidine; Calcium hydroxide.
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1. Introduciao

As bactérias e seus subprodutos toxicos sdo as principais causas de doengas pulpares e periapicais.
Nesse sentido, o sucesso do tratamento endodontico ird depender da eliminagdo ou redugdo eficaz no
nimero de microrganismos presentes no sistema de canais radiculares por meio do preparo quimico-
mecanico (Ramachandran et al., 2021).

A persisténcia de microrganismos no canal radicular ¢ a principal causa do insucesso do tratamento.
Nesses casos, a flora bacteriana ¢ composta por espécies microbianas predominantemente gram-positivas
(Raoof et al., 2019). Alguns microrganismos podem sobreviver ao tratamento quimico-mecanico do canal
radicular (Vasudeva et al., 2017). Um desses microrganismos, ¢ o Enterococcus faecalis (E. faecalis) que
consegue se adaptar e sobreviver em condigdes adversas, mesmo nos casos de diminuicdo de substrato,
infectando profundamente os tubulos dentinérios, e assim dificultando sua erradicagdo. Deste modo, tem
sido associado principalmente a infec¢des periapicais persistentes relacionadas a dentes ja tratados
endodonticamente (Jara et al., 2020; Nirmala et a./, 2022).

A fim de se evitar o insucesso endodontico, além de um bom preparo quimico-mecanico varios
procedimentos sao aplicados durante o tratamento, um deles € o uso de MIC (Cosan et al., 2022). A escolha
da MIC no tratamento endodontico pode ser um dos fatores para alcangar o resultado desejado (Vianna et
al., 2007).

Dentre as medicacdes disponiveis para a terapia endodontica, o hidroxido de célcio € uma das MIC
mais utilizadas (Marickar ef al., 2014). Vem sendo usado desde 1920, quando Hermann descreveu pela
primeira vez o uso dessa medicagdo no tratamento endodontico de dentes ndo vitais.

A propriedade antibacteriana do hidroxido de célcio se deve a liberacdo de ions hidroxila que, ao
entrarem em contato com o microrganismo, criam um ambiente altamente alcalino (pH em torno de 12,5)
(Cosan et al.,2022). Por conta do alto pH, inativam as toxinas bacterianas responsaveis pela patogenicidade,
além de neutralizar lipopolissacarideos e induzir a formagao de tecido 6sseo mineralizado (Kruger ef al.,

2021).
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No entanto, o hidroxido de célcio ndo ¢ igualmente eficaz contra todos os tipos de bactérias
encontradas nos canais radiculares, como seu efeito se d4 por contato direto com microrganismo, sua
efetividade ¢ limitada (Gomes et al., 2002). Por exemplo, o fato de E. faecalis ser resistente ao hidroxido
de calcio tem levado pesquisadores a investigar novos agentes antimicrobianos (Madhubala ef al., 2011).

Outra alternativa de MIC ¢ o gel de gluconato de clorexidina (CHX) 2%, o qual possui efeitos
antimicrobianos de amplo espectro contra bactérias aerdbias e anaerdbias, além de espécies gram-positivas
e gram-negativas. A CHX promove o rompimento da membrana citoplasmatica dos microrganismos por
meio de sua atividade bactericida, devido ao fato da molécula ser hidrofébica e lipofilica carregada
positivamente, possibilitando sua interacdo com grupos fosfato carregados negativamente na parede celular
microbiana, causando seu vazamento (Atila-Pektas et al., 2013; Mohammadi, Shalavi, 2012).

Atualmente, existe no mercado uma nova terapia com reagentes que utilizam espécies reativas de
oxigénio (ROS). As ROS sdo altamente antibacterianas, tanto contra espécies Gram-positivas como Gram-
negativas, também tem propriedades antifingicas e antivirais. Além disso bloqueiam e interrompem os
biofilmes. As terapias envolvendo ROS como mecanismo de a¢do ja estdo disponiveis para uso médico no
tratamento de feridas e vém sendo testadas para uso clinico em outras areas da satde (Dunnill, Patton et
al.,2017).

Recentemente, foi introduzido no mercado produtos que contém as espécies reativas de oxigénio
para aplicagdes odontoldgicas. Dentre esses produtos, destaca-se o blue®m que se caracteriza pela
propriedade de liberacdo lenta de oxigénio ativo (Makeeva et al., 2010). Sua agdo se d4 por conta da ligagdo
entre o &tomo de oxigénio e as proteinas das paredes celulares, fazendo com que essas paredes se rompam,
resultado na morte celular. O blue®m tornou-se um produto muito utilizado na periodontia, pois auxilia na
cicatrizacdo e apresenta eficdcia na inibi¢do da Porphyromonas gingivalis (Deliberador et al., 2020).
Apesar de ser eficaz contra microrganismos causadores de patologias periodontais, sua a¢do ainda ndo foi
testada frente microrganismos relacionados ao fracasso da terapia endodontica que € o caso do E. faecalis.

Se comprovada sua eficécia, esse produto podera ser sugerido na endodontia, como uma possivel MIC.
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Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a agdo do gel com liberacdo lenta de oxigénio
(blue®m), da pasta de hidroxido de calcio e do gel de clorexidina 2%, frente o E faecalis, através da técnica
de difusdo em agar.

2. Metodologia

2.1 Ensaios Microbiolégicos

Toda pesquisa de atividade antimicrobiana contra E. facaelis, foi realizada no Laboratério de
Microbiologia, do Universidade Positivo, Curitiba-PR, Brasil. As analises foram feitas utilizando cepas de
Enterococcus faecalis (ATCC29212) obtidas a partir da colecdo do Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Positivo.

Os produtos utilizados no teste foram: Pasta de hidroxido de célcio (UltraCal™ XS- UltraDent), gel

de clorexidina 2% (Biolev Curitiba-PR) e gel com liberacao lenta de oxigénio (blue®m).

2.2 Teste de Difusdo em agar

Para o teste de difusdo em agar, foram utilizadas 6 placas de Petri nas quais continham 20 ml de
meio de cultura de agar Miieller-Hinton. Foram criados 4 pogos no agar de Smm de diametros com auxilio
de um punch de biopsia cutanea (Figura 1) equidistantes conforme determinado na face posterior da placa
de Petri e sob condigdes assépticas. A distancia entre os pocos foi padronizada em 2,5cm.

Colonias de bactérias da E. faecalis ja crescidas, foram transferidas com auxilio de uma alga de
semeadura para tubos de ensaio com 5ml de solucdo salina estéril, que foram agitados em Voértex (Phoenix
Lab.) até se observar a homogeneidade do meio. A solugdo inoculada foi ajustada para uma leitura de
turbidez de acordo com escala 0,5 de McFarland, a qual corresponde a uma concentracdo bacteriana de
aproximadamente 1,5x108 células/mL.

Um Swab estéril foi imerso na solucdo padronizada e a semeadura foi realizada em estrias até que
toda a superficie do agar Miieller-Hinton estivesse coberta. A seguir foram depositados com as proprias
seringas dos produtos testados, cuidadosamente dentro dos pogos até¢ que ficassem preenchidos, um dos

pocos foi pipetado solucdo salina para controle negativo.

12



Apo6s a semeadura e colocagao dos produtos testados, as placas inoculadas foram lacradas com fita
adesiva transparente 3M e mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as placas foram
incubadas em uma estufa a 37° C durante 48 horas. Ao término deste periodo, o didmetro dos halos de
inibi¢do do crescimento bacteriano ao redor dos pogos, promovido pelos produtos testados (Figura 2), foi

mensurado e registrado em milimetros por meio de uma régua milimetrada transparente.

Figura 2- Halos das inibi¢cdes dos crescimentos bacterianos ao redor dos pogos.
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3. Resultados

Os resultados obtidos neste estudo de acordo com a andlise realizada, estdo apresentados no grafico

e na tabela 1:

Grifico 1- representando a capacidade inibitéria de cada produto em milimetros, de acordo com

suas respectivas placas.

Resultados

Hidrox. De calcio

Clorexidina 2 %

Bluem

salina

o

5 10 15 20 25 30

Placal ®™Placa2 M™Placa3 Placa4 ®mPlaca5 MPlaca6

Tabela 1- Descrigao dos resultados (médio em mm) obtidos para cada produto testado. As imagens

mostram o halo de inibi¢do médio produzido por cada produto.

Produto Halo de Inibicdo Diagmetro Meédio (mm)
Hidroxido de Calcio Q 19.00
Clorexidina 2% 26.17

Bluem o 0.00

Solucio Salina o 0.00

Nota: @ ndo houve inibigao.

Fonte: Autores
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Os produtos experimentais apresentaram didmetros variaveis das areas de inibicdo contra o
microrganismo testado, exceto o blue®m que ndo apresentou atividade antibacteriana contra o E. faecalis.
Com base nos resultados do teste de difusao em agar neste estudo, tanto a CHX, quanto o hidroxido de
calcio apresentaram resultados antimicrobianos positivos, porém a CHX obteve melhores resultados,
apresentando maiores halos de inibigao.

No gréfico 1 foram apresentados os halos de inibigdes (em mm) de todas as placas testadas (total de
6 placas) mostrando que o blue®m nao promoveu inibicdo em nenhuma das placas testadas. J& os valores
médios de inibi¢do do crescimento microbiano (em mm) produzidos pelos produtos testados mais a solugao
salina, foram mostrados na tabela 1, onde a média da inibicdo da CHX foi de 26,17mm e do hidroxido de

calcio 19mm.

4. Discussao

Levando em consideracdo o uso frequente de MIC, ¢ de interesse conhecer a acdo antimicrobiana
exercida por tais medicamentos contra bactérias resistentes, como € o caso do E. faecalis. Alguns estudos
tém mostrado que esse microrganismo apresenta resisténcia a acao antibacteriana do hidroxido de célcio
devido a sua capacidade de adaptagdo a meios alcalinos de até pH 11 (Abbaszadegan et al., 2016; Dianat
etal.,2015).

O presente estudo, assim como o de Barthel ef al., (2002), mostrou que o hidroxido de célcio foi
eficaz na eliminacdo deste microrganismo, diferentemente dos resultados de Louwakull et al., (2017), o
qual mostrou que o hidroxido de célcio nao foi capaz de eliminar E. faecalis nas superficies dos canais
radiculares e dentro dos tibulos dentinarios. A possivel razao para essa inconsisténcia pode ser devido ao
diferente método de avaliagdo, onde foram utilizados dentes extraidos para o teste de dentina infectada in
vitro. A sua ineficacia contra E. faecalis, também pode ser atribuido a agdo tamponante da dentina ou a
quantidade relativamente baixa de ions hidroxila liberados do hidroxido de calcio para inibir o biofilme

dentinario (Ordinola-Zapata et al., 2013; Haapasalo et al., 2000).
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Vasudeva et al., (2017), ao realizar um estudo utilizando o microrganismo E. faecalis, mostrou que
a acdo do hidroxido de calcio nessa desinfec¢do foi inferior quando comparada a outros medicamentos,
devido a bomba de protons do E. faecalis, que gera uma grande resisténcia ao alto pH do hidréxido de
calcio. Concluiu-se que o medicamento intracanal mais eficaz contra o E. faecalis foi a clorexidina gel a
2%, corroborando com os achados neste estudo. O baixo desempenho do hidréxido de célcio também pode
ser explicado pelo fato de que, devido ao seu alto pH, o medicamento pode precipitar no agar e, assim,
reduzir sua difusdo (Neelakantan, 2007). Portanto, os resultados dos testes de difusdo em agar devem ser
analisados com cautela.

A eficicia da CHX contra E.faecalis estd de acordo com outros estudos (Evans et al., 2002; Basrani
et al.,2003; Delgado et al., 2010). A CHX ¢ um agente antimicrobiano de amplo espectro e ¢ eficaz contra
bactérias e fungos. Uma grande vantagem da CHX ¢ sua substantividade, que permite um efeito
antimicrobiano residual prolongado, o gel também possui baixa toxicidade para os tecidos periapicais
(Krithikadatta ef al., 2007; Gomes et al., 2003). Outra vantagem, ¢ que quando usado para medicar canais
radiculares, o gel CHX ndo interfere nas propriedades de vedag¢do dos materiais de obturacdo radicular
(Bartel et al., 2000).

J4 o blue®m, tem sido utilizado por dentistas no pds operatdrio para auxiliar na cicatriza¢do de
cirurgias orais e no tratamento de doencas gengivais. Estudos mostram que o oxigénio pode atuar na
angiogénese que ¢ um mecanismo celular envolvido na cicatrizagdo (Gottrup ef al., 2017). Em uma analise
comparativa in vitro da aplicacdo do gel Oral blue®m versus clorexidina, frente a Porphyromonas
gingivalis, o blue®m em concentrag¢des de 75 e 100% apresentou halo inibitério semelhante ao da CHX a
0,12% (Deliberador et al., 2020). Porém, ainda ndo se tinha comprovagao cientifica sobre sua agdo frente
a outros microrganismos, como ¢ o caso do E. faecalis. Somente Dryden (2014), em seu estudo in vitro
utilizando varios microrganismos entre eles o E. faecalis, testou o primeiro produto de uso clinico topico
(Surgihoney- Healing Honey Ltd., Bicester, Reino Unido) que ¢ semelhante ao o blue®m, onde empregam
as ROS como mecanismo de agdo. Seus resultados mostraram que as ROS possuem acdo in vitro contra
todos os Gram-positivos e Gram-negativas testadas, incluindo cepas multirresistentes. Divergindo dos

resultados apresentados neste estudo, os quais mostraram que o blue®m nao foi eficaz contra E. facaelis.
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5. Conclusao
Os resultados obtidos nesta pesquisa in vitro demostraram que tanto o gel de CHX 2%, quanto o
hidroxido de célcio, tiveram resultados positivos. Porém, a CHX apresentou maior inibi¢do contra FE.
faecalis. Ja o blue®m nao se mostrou eficaz, pois ndo apresentou halo de inibi¢do. Entretanto, existe a

necessidade de mais pesquisas para que se confirme com clareza a atuagdo de tal produto.
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