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MATTOS, Maiana Maria Rios Siqueira. Atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
biogénicas em isolados orais de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. 2023.
Orientador: Ricardo Wagner Dias Portela. 74 f. il. Tese (Doutorado em Processos Interativos
de Orgdos e Sistemas) — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2024.

RESUMO

Introducdo: O tratamento endoddntico tem como objetivo eliminar microrganismos
patogénicos presentes no complexo pulpar. Apesar de haver protocolos bem definidos para esse
tratamento, infec¢fes persistentes, principalmente causadas por Enterococcus, tornam-se
desafiadoras para o sucesso do tratamento. Considerando o potencial antimicrobiano das
nanoparticulas de prata biogénicas (AgNP), o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
desses compostos sobre Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, bem como sobre seus
biofilmes. Método: Utilizaram-se cepas referéncias e isolados clinicos de Enterococcus,
provenientes de pacientes que apresentaram auséncia de resposta ao teste de sensibilidade
pulpar e reacdo cronica, as quais foram submetidas a testes de sensibilidade as AgNP por meio
de ensaio de microdiluicdo em caldo. Determinaram-se as concentracdes inibitorias minimas
(MIC100) e concentracBes bactericidas minimas. Também foi testada a atividade inibitoria de
AgNP na formacdo de biofilme e atividade sobre biofilme consolidado. A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para a anélise morfoldgica do Enterococcus tratado
pelas AgNP. Resultados: As AgNP apresentaram 100% de efeito bacteriostatico para todas as
cepas e isolados clinicos, com exce¢do de um isolado clinico de E. faecium, em concentracGes
que variaram de 31,25 a 125 ug/mL. Com relacdo ao efeito bactericida, somente um isolado
clinico e a cepa referéncia de E. faecium ndo foram 100% inativados pelas AgNP. Todas as
cepas e isolados clinicos analisados foram produtores moderados de biofilme. As AgNP foram
capazes de interferir na formacao de biofilme pelos Enterococcus, sendo um méaximo de 55%
de interferéncia para E. faecalis e de 40% para E. faecium. Houve interferéncia no biofilme
consolidado em niveis que variaram de 20 a 40%. As analises de MEV comprovaram a
atividade antibacteriana das AgNP por meio de alteracbes morfologicas das células.
Conclusdo: As AgNP demonstraram ser um agente antimicrobiano com capacidade
bacteriostatica e bactericida sobre cepas referéncias e isolados clinicos orais de E. faecalis e E.
faecium, bem como apresentaram propriedade de inibigdo na formacéo de biofilme e disrupgéo
de biofilme formado.

Palavras-chave: agentes antimicrobianos; biofilme bacteriano; infec¢cbes endodonticas;
nanotecnologia.
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on oral isolates of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. 2023. Tutor: Ricardo
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ABSTRACT

Introduction: The endodontic treatment aims to eliminate pathogenic microorganisms in the
pulp complex. Even though this treatment has well-defined protocols, persistent infections,
mainly caused by Enterococcus, have become a challenge for a successful treatment.
Considering the antimicrobial potential of biogenic silver nanoparticles (AgNPs), this study
aimed to evaluate the activity of these compounds on reference strains and clinical isolates of
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium, as well as on their biofilms. Methods:
Reference strains and clinical isolates of Enterococcus were obtained from patients who
showed no response to the pulp sensitivity test and chronic reaction. These were submitted to
AgNPs sensitivity tests through broth microdilution assays. Minimum inhibitory
concentrations (MICsi0) and minimum bactericidal concentrations (MBCsi00) were
determined. The inhibitory activity of AgNPs on biofilm formation and activity on
consolidated biofilms was also tested. Scanning electron microscopy (SEM) was used for the
morphological analysis of Enterococcus treated with AgNPs. Results: AgNPs showed 100%
bacteriostatic effect for all strains and clinical isolates, except one clinical isolate of E. faecium,
at concentrations ranging from 31.25 to 125 ug/mL. Regarding the bactericidal effect, only
one clinical isolate and the reference strain of E. faecium were not 100% inactivated by AgNPs.
All strains and clinical isolates analyzed herein were moderate biofilm producers. AgQNPs were
able to interfere with the formation of biofilm by the Enterococcus, with a maximum of 55%
interference for E. faecalis, and 40% for E. faecium. There was an interference in the
consolidated biofilm at levels ranging from 20 to 40%. SEM analysis confirmed the
antibacterial activity of AgNPs through morphological changes in cells. Conclusion: AgNPs
proved to be an antimicrobial agent with significant bacteriostatic and bactericidal capacity on
reference strains and clinical oral isolates of E. faecalis and E. faecium, as well as showing
inhibition properties in biofilm formation and disruption.

Keywords: antimicrobial agents; bacterial biofilm; endodontic infections; nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

A maior parte dos processos patologicos que afetam a cavidade oral envolve a presenca
de algum agente infeccioso. Desequilibrios da microbiota podem contribuir para a
patogenicidade de inumeras condic@es clinicas, como a cérie dental e as doencas periodontais,
endodonticas e periapicais.*

O tratamento endoddntico € um procedimento comum na Odontologia e as principais
indicacdes sao pulpite irreversivel e necrose da polpa dentéria, ambas causadas por processos
cariosos, trincas ou lascas dentérias, ou ainda traumatismo dentario. Um tratamento
endoddntico bem sucedido é caracterizado pela auséncia de sintomas e sinais clinicos em dentes
sem evidéncia radiografica de envolvimento periodontal.> A principal causa de insucesso
endodéntico € a persisténcia de microrganismos, 0s quais causam uma lesdo intrarradicular ou
infeccdo extra-radicular, tornando-se resistentes as medidas de desinfeccdo.® Entre esses
microrganismos, podem ser encontradas especies aerobias, anaerobias, facultativas e
microaerofilicas. Os mais comuns sdo o Streptococcus mutans, Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, considerados como potentes patégenos orais.*
O Enterococcus spp. é capaz de sobreviver a procedimentos endodénticos e contribuir para o
insucesso do tratamento endodéntico, sendo essencial identificar novas formas de erradica-lo

nos canais radiculares.®

Nanoparticulas de prata possuem um amplo espectro de propriedades bacterianas,
antifangicas e antivirais, sendo capazes de agir nas paredes celulares bacterianas, alterando a
estrutura da membrana celular e até mesmo resultando em morte celular.® Sendo assim, as
nanoparticulas (NP) se apresentam como uma alternativa vidvel paratratamento de vérias

infecgBes, principalmente causadas por bactérias multirresistentes.’

As NP tem uma grande aplicabilidade na Odontologia, sendo utilizadas com material
restaurador, na Endodontia, Implantodontia, proteses dentarias, Ortodontia e outras areas
odontolégicas.® As propriedades das NPs, incluindo sua relagdo superficie/volume, agdo
antibacteriana, caracteristicas fisicas, mecanicas e bioldgicas e tamanho de particula, as tornam
veiculos eficazes para aplicagdes odontoldgicas.® Também tém sido aplicadas com sucesso em
diversas areas na Odontologia, devido a sua atividade antimicrobiana significativa contra varios
microrganismos, podendo ser aplicadas na desinfeccéo, profilaxia e prevencgéo de infeccdes na

cavidade oral.1®
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Tendo em vista o potencial antimicrobiano das AgNP, o objetivo deste estudo ¢ avaliar e
comparar a atividade desses compostos sobre cepas referéncias e isolados clinicos de

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium.

1.1. JUSTIFICATIVA

A infeccdo bacteriana desempenha um papel importante no desenvolvimento de les6es
periapicais. Dentre os microrganismos mais frequentes encontrados nas lesdes endoddnticas
persistentes estdo os Enterococcus spp. Os protocolos atuais de tratamento das infecgOes
endodonticas sdo desafiantes, face as altas taxas de insucesso. Devido ao potencial
antimicrobiano das AgNPs, novos estudos sobre a eficacia desses compostos contra patégenos
orais sdo necessarios, principalmente frente a microrganismos como Enterococcus faecalis e

Enterococcus faecium.

1.2. OBJETIVOS

Objetivos Geral

e Auvaliar as atividades bacteriostatica e bactericida de nanoparticulas de prata sobre
cepas referéncias e isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium, bem como sua

capacidade de inibicdo de formacdo de biofilme e disrupcédo de biofilmes formado.

Obijetivos Especificos

e Determinar as concentracbes minimas de AgNPs capazes de inibir 100% do
crescimento de E. faecalis e E. faecium (MICyqo).

e Determinar as concentragdes minimas de AgNPs capazes de inativar completamente
E. faecalis e E. faecium (MBC1qp).

e Auvaliar a formacdo de biofilme em cepas referéncias e isolados clinicos de
E. faecalis e E. faecium;

e Avaliar a capacidade de interferéncia de nanoparticulas de prata biogénicas na
formacéo de biofilme por E. faecalis e E. faecium;

e Avaliar a capacidade disruptiva de nanoparticulas de prata em biofilme maduro de
E. faecalis e E. faecium;
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Avaliar a morfologia das espécies de Enterococcus, ap6s tratamento com as

nanoparticulas de prata biogénicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo compreende a base tedrica que deu sustentacdo a esta pesquisa.

2.1. TRATAMENTO ENDODONTICO

O objetivo primario da terapia endoddntica é criar um ambiente biologicamente aceitavel,
dentro do sistema de canais radiculares, o qual permita a cicatrizacdo e a manutencao da saude
do tecido perirradicular.!! Para tanto, é necessario a completa limpeza mecanica e quimica dos
sistemas de canais radiculares, seguidas do completo enchimento do material obturador (Figura
1). A remocdo de substancias infectadas e a prevencdo de mais infec¢cdes intra ou poés
operatorias s&0 cruciais para um tratamento bem sucedido.? Essa etapa de preparo quimico-
mecanico é de extrema importdncia durante o tratamento de dentes infectados e com
periodontite apical, porque o resultado do tratamento depende da eficicia da eliminacdo das
bactérias, de seus produtos e do tecido necrético que serviria como substrato para o crescimento

bacteriano.®

Figura 1. Etapas do tratamento endodéntico.

Legenda: Carie (A), Acesso endodontico (B) Preparo Quimico Mecanico (C) e Obturagdo (D)
Fonte: adaptado de Siddiqui et al. (2022).

O tratamento endoddntico apresenta taxa de sucesso significativa, mesmo sendo
composto de procedimentos invasivos e associados a certa dificuldade, ocasionada por uma
anatomia complexa. Algumas complicagdes podem surgir durante ou ap6s um procedimento

endoddntico, em razdo da ma& compreensdo dessa anatomia, principalmente durante a
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instrumentacdo. A presenca de curvaturas e variagbes anatdmicas internas complexas do
sistema de canais radiculares pode favorecer a persisténcia de bactérias, ndo apenas em areas
de dificil acesso, mas também em areas da parede do canal principal, as quais permanecem
intocadas por instrumentos. Se bactérias resistirem a procedimentos quimico-mecénicos, ha um

risco aumentado de periodontite apical pos-tratamento. 13

As infeccOes endoddnticas podem ser reduzidas significativamente, com o preparo
quimico-mecénico dos canais radiculares.’® No entanto, a instrumentacdo ndo elimina
completamente 0s microrganismos presentes na raiz e se faz necessario o uso de uma medicacao

intracanal com atividade antimicrobiana.

2.2. PERIODONTITE APICAL

A periodontite apical (PA) é uma doenca inflamatoria de etiologia microbiana causada,
principalmente, por infeccdo da polpa e do sistema de canais radiculares. A comunidade
bacteriana presente na PA, bem como suas alteracdes em resposta a terapia odontoldgica, € de
extrema importancia para entender a patogénese da periodontite apical e estabelecer estratégias

terapéuticas antimicrobianas eficazes.*6’

Evidéncias mostram a etiologia polimicrobiana das infec¢Ges endodénticas, nas quais as
bactérias e seus produtos sdo o0s principais agentes para 0 desenvolvimento, progressdo e
disseminacéo de periodontite. Fatores microbianos em canais radiculares necrdticos podem se
espalhar para o tecido apical, evocando e sustentando uma carga inflamatéria (Figura 2).
Assim, a periodontite apical é o resultado da complexa interacdo entre fatores microbianos e

defesa do hospedeiro contra a invaséo dos tecidos perirradiculares.'8
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Figura 2. Evolucdo da carie para uma inflamagc&o pulpar.

Polpa Inflamada

Periodontite
Periodonto Apical

Legenda: (A) Pulpite, (B) Periodontite Apical
Fonte: adaptado de Zajac et al. (2021)*.

Embora mais de 500 espécies bacterianas tenham sido detectadas em infec¢des
endodénticas, um grupo de 20 a 30 espécies é mais frequentemente encontrado. Espécies
anaerdbias obrigatorias sdo mais abundantes nas comunidades bacterianas intrarradiculares de
dentes com periodontite apical primaria, enquanto anaerobios e facultativos dominam as

comunidades na periodontite apical pos-tratamento.®

2.3 INSUCESSO ENDODONTICO

O insucesso do tratamento endoddntico pode ocorrer por diferentes causas, como a
persisténcia de bactérias, os procedimentos inadequados de modelagem, limpeza e obturacéo,
restauragdes ruins e exposicao por fratura, selamento coronal improprio (infiltragdo)g canais ndo
tratados (canais perdidos). Entretanto, a principal razdo para o insucesso endoddntico é a
presenca de bactérias dentro do sistema de canais radiculares, tais como o Enterococcus
faecalis. Essas bacterias sdo mais resistentes aos agentes desinfetantes, causando uma infeccao

intra ou extrarradicular persistente.?%2!

O conhecimento completo das complexidades anatémicas do sistema de canais
radiculares tem um impacto direto na eficacia do preparo e da obturacdo do canal, sendo um

pré-requisito essencial para o sucesso do tratamento endodontico.?? A presenca dessas
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variagdes complexas (Figura 3) e o desafio do controle de microrganismos nesses canais
representam fatores de risco para insucesso, apds o tratamento do canal radicular infectado.?
Esse alto grau de dificuldade se d& em razdo da persisténcia de microrganismos em areas de
dificil acesso, como istmos e ramificacdes, canais acessorios de deltas apicais e regides
intocadas pelos instrumentos endoddnticos®; e esses microrganismos sdo frequentemente
associados com doenga pulpar, infec¢do primaria do canal, reinfeccdo do canal e doenga pos-

tratamento. 22

Figura 3. Complexidade dos sistemas de canais radiculares.

Legenda: (A) Primeiro pré-molar superior com bifurcacéo na por¢do apical. (B) Primeiro pré-molar superior com
bifurcacéo no ter¢co médio. (C) Incisivo central superior com ramifica¢des no terco apical. (D) Canino inferior com
dois canais radiculares. (E) Pré-molar Inferior com ramifica¢bes no terco apical.

Fonte: adaptado de Ahmed et al. (2018)?2.

A microbiota dos dentes com persisténcia/infeccdo endoddntica secundaria é uma
comunidade polimicrobiana com espécies Gram-positivas e Gram-negativas, bacilos e cocos,
anaerdbios facultativos e estritos. E. faecalis (Gram-positivo) e Porphyromonas gingivalis
(Gram-negativo) sdo as espécies mais detectadas em dentes com infeccdo endoddntica
persistente.?>?* Biofilmes de microrganismos que se desenvolvem nas superficies radiculares

dos forames apicais estdo associados com periodontite periapical refrataria.'?

2.4 ENTEROCOCCUS SPP

A persisténcia de microrganismos ou reinfeccdes sdo as principais razdes para 0 insucesso
do tratamento endoddntico.?® As infeccBes endodonticas persistentes sdo de origem

polimicrobiana com espécies Gram-positivas e Gram-negativas, bacilos e cocos, anaerdbios
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facultativos e estritos.?®?” Enterococcus sdo altamente detectados em todas as etapas do
retratamento endodoéntico, evidenciando assim a sua resisténcia aos procedimentos

endodénticos.?’

O género Enterococcus contém atualmente mais de 50 especies, sendo E. faecalis e E.
faecium as espécies isoladas predominantes, representando mais de 80% de isolados. Além
disso, essas duas especies sdo consideradas a terceira e a quarta espécies nosocomiais
patogénicas mais prevalentes em todo o mundo.?®?® Enterococcus sd0 cocos anaerobios
facultativos Gram-positivos (Figura 4), produtores de acido latico, ndo formadores de esporos,
que estdo cada vez mais associados a infec¢cbes nosocomiais, como bacteremia, endocardite
infecciosa, infeccBes do trato urinario, entre outras. Desde a alarmante aparecimento de
Enterococcus resistentes a vancomicina em todo o mundo, a Organizacdo Mundial da Saude os
listou como “patdgenos resistentes de alta prioridade” para o desenvolvimento de novos

antibidticos para tratar mais eficientemente infecg@es por Enterococcus.*

Figura 4. Caracteristicas morfologicas de Enterococcus faecalis
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Legenda: (A)Coloragdo de Gram, (B) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de E. faecalis.
Fonte: adaptado de Wellinghausen et al. (2009)3L.

Os Enterococcus sdo resistentes e capazes de sobreviver em condi¢Oes adversas,
tornando-se bem adaptéveis aos ambientes de atencdo a satide. Duas espécies causam a maioria
das infecgOes enterococicas: E. faecalis e E. faecium. Ambas as espécies demonstram uma
resisténcia intrinseca a antibioticos comuns, além de um genoma notavel, possibilitando pronta
resisténcia a outros antibidticos, seja por mutagdo ou por transferéncia horizontal de elementos

genéticos.?

E. faecalis presente em infeccbes endoddnticas e periapicais persistentes apresenta

caracteristicas microbioldgicas, bem como fatores de viruléncia, que determinam sua
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patogenicidade, o que favorece a persisténcia das infec¢fes, mesmo quando o retratamento é
instituido.®® Além disso, sdo altamente resistentes a medicaces intracanais, utilizadas na
pratica endoddntica, sendo conhecidos por resistir ao efeito antibacteriano do hidroxido de
célcio (Ca(OH),), uma medicagio amplamente utilizada endodontia.®* E. faecium é uma espécie
de cocos Gram-positivos, reconhecido como um patdgeno oportunista globalmente importante,
tendo um genoma extraordinariamente flexivel, que permite sua rapida adaptacdo a mudanca
no ambiente, sendo capaz de causar uma série de infecgdes humanas devido a essa capacidade
de adaptacdo as condigdes de um ambiente nosocomial e com uma marcada uma resisténcia a

glicopeptideos.3>36.37:38

2.5 BIOFILME

Os biofilmes sdo formados por uma comunidade bacteriana complexa, encapsulada por
uma matriz polimérica, com fortes propriedades aderentes e fenotipo persistente (Figura 5).
Eles sdo considerados como uma das areas mais desafiadoras da medicina moderna, visto que
o0s antibidticos existentes sdo mais eficientes contra células bacterianas planctdnicas e, portanto,
muitos tratamentos de infecgéo relacionada ao biofilme falham.®% 4% Nos Gltimos anos, surgiram
inimeros microrganismos multirresistentes, e um especial mecanismo que confere resisténcia

a antibidticos e ao sistema imune ¢ a capacidade de formar biofilme.*

Figura 5. Formac&o do biofilme bacteriano.
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Fonte: adaptado de Pavdo, Moraes, Ribeiro et al. (2021)*.
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A cavidade oral abriga um microbioma complexo, composto por bactérias, protozoarios,
fungos e virus.2#? Esses microrganismos sdo responsaveis por doengas comuns da cavidade
oral, incluindo doenca periodontal (gengiva) e carie dentaria. A carie dentaria € causada por

placas, que sdo uma comunidade de microrganismos em formato debiofilme.*?

A microbiota endoddntica é formada por entidades altamente organizadas e complexas,
os biofilmes, cujas caracteristicas sdo fundamentalmente diferentes dos microrganismos em
suspensdes plancténicas (Figura 6). A complexidade e variabilidade do sistema de canais
radiculares, juntamente com a natureza multiespécies dos biofilmes, tornam a desinfeccéo desse
sistema extremamente desafiador. A persisténcia microbiana parece ser o fator mais importante
para a falha do tratamento endodontico e isso pode ter um impacto adicional na dor e na
qualidade de vida.** O biofilme ndo s confere as bactérias uma protecao eficaz contra o sistema
de defesa do hospedeiro, mas também as torna mais resistentes a uma variedade de agentes

desinfetantes usados, como produtos de higiene bucal ou no tratamento de infecgdes.*

Figura 6. MEV de biofilme de E. faecalis nas paredes do canal radicular e dentro dos tibulos dentinarios.

Legenda: (A) ampliacdo de 5000x e (B) de 8000x
Fonte: Adaptado de Ghabraei et al. (2018)*

As infecces endoddnticas podem ser uma matriz para resisténcia a antibiéticos e, por
isso, 0 respectivo tratamento deve considerar as caracteristicas de adesdo e formacdo de
biofilme por bactérias. Levando em consideracdo que as bactérias dos canais radiculares
desenvolvem, potencialmente, resisténcia a antibidticos, sua capacidade de formacgdo de

biofilmes facilitaria a disseminagio dessa resisténcia.*®

Compreender a viruléncia dos microrganismos do biofilme presente nos canais
radiculares é essencial para o desenvolvimento de novos procedimentos terapéuticos visando a

desinfeccéo intracanal. Desenvolvimentos recentes de medicamentos intracanais biocompativeis
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podem abrir novos caminhos, com um agente terapéutico ideal para erradicar o biofilme

endodéntico.*’

2.6 NANOTECNOLOGIA

Nos Ultimos anos, a propagacao e a resisténcia de microrganismos patogénicos (bactérias,
fungos e virus) a agentes antimicrobianos tém levado a sérios problemas de salde. A
nanotecnologia e as nanoparticulas (NP) foram assinaladas como uma nova abordagem para
lidar com esse problema, devido a sua atividade antimicrobiana significativa. O uso de NP como

antimicrobianos pode ser umanova estratégia para o controle de microrganismos patogénicos.*®

Véarios nanomateriais podem ser feitos sob medida para alcancar as propriedades
desejadas. No campo biomédico, a nanotecnologia tem gerado grandes estimulos para avancos,
tanto nas areas de diagndstico, quanto na de terapia (nanomedicina). Ressalta-se que as NP tém
seus comportamentos/impactos biolégicos, variando conforme seu tamanho, morfologia e

caracteristicas fisico-quimicas.*®

A notoriedade da nanotecnologia resulta da possibilidade de obtencdo de materiais com
melhores propriedades quimicas, elétricas, térmicas, mecéanicas ou Opticas. Materiais de
tamanho nano sdo caracterizados por uma area de superficie aumentada, o que melhora sua
reatividade quimica e sua mobilidade. Devido a essa reatividade aumentada e ao tamanho
adequadamente pequeno, algumas nanoparticulas sdo usadas como agentes antimicrobianos
84950 Como mecanismo multifacetado, a adesdo de nanoparticulas a células microbianas,
inducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e sua penetracdo no interior das células,

tém sido reconhecidos como os modos mais proeminentes de ag&o antimicrobiana.>

As NP, como agentes antibacterianos, utilizam varios mecanismos diferentes dos
mecanismos antimicrobianos de outras terapias convencionais. Além disso, devido a alta area
de superficie em relacio ao volume, a energia estatica das particulas é mais bem estabelecida.®
%1 Sua aplicacio no desenvolvimento de nanomateriais (NM) tem ganhado importancia devido
a sua superioridade fisica, propriedades mecanicas, quimicas e bioldgicas, resultando em

melhor desempenho, em comparagéo aos seus homdlogos convencionais.®!

Em razdo da sua baixa toxicidade, propriedades antimicrobianas e interagcdes proteina-

superficie, as NP podem ser usadas em varias aplicacbes odontoldgicas. Seu potencial na
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formacdo de biomateriais (por exemplo, compostos injetaveis ou fibras) é uma inovacéo na
Odontologia. A combinacdo de refinamento continuo nas modalidades de tratamento
convencionais e 0s avancos nas aplicacdes clinicas da nanotecnologia representam um caminho

promissor para melhorar o atendimento odontol6gico.®

As nanoparticulas sdo cada vez mais usadas como antibioticos, sendo vistas como
alternativas na terapia complementar a eles. Podem ser utilizadas em revestimentos
antibacterianos para dispositivos implantaveis, materiais medicinais para prevenir infeccoes e
promover a cicatrizacdo de feridas, diminuicdo de administracdo de antibiGticos para tratar
doencas, sistemas de deteccdo bacteriana para gerar diagndsticos microbianos, éem como

vacinas antibacterianas.®?

As nanoparticulas a base de metal tém sido extensivamente investigadas para aplicacfes
biomédicas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), além do tamanho reduzido e
seletividade para bactérias, aquelas a base de metal também se mostraram eficazes contra
patdgenos listados como prioritarios e sdo conhecidas por terem mecanismos de toxicidade
bacteriana nao especificos (eles ndo se ligam a um receptor especifico na célula bacteriana), o
gue ndo so dificulta o desenvolvimento de resisténcia por bactérias, mas também amplia o

espectro de atividade antibacteriana.®

2.7 NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNP)

O aumento da resisténcia a antibidticos por bactérias tornou-se uma grande preocupacao
no diagndstico e no tratamento de doencas infecciosas. O progresso no desenvolvimento de
medicamentos baseados em nanotecnologia tem sido considerado no combate a
multirresisténcia em microrganismos. Dentre elas, as nanoparticulas de prata (AgNP) prometem
enfrentar esse desafio, devido ao seu amplo espectro de atividade e robustas propriedades
antimicrobianas.’” As AgNP apresentam forte atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo cepas resistentes a antibidticos,>** podendo ser utilizadas como em

dispositivos médicos e sistemas de controle antimicrobiano.>*

As AgNP atuam nas células bacterianas por diferentes mecanismos simultaneos, os quais
incluem difuséo de ions Ag na célula, ruptura e dano mecénico nas membranas celulares e

alteracdo de proteinas e DNA. Um esquema desses mecanismos é exposto na Figura 7.%°
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Figura 7. Esquema comparativo entre mecanismos de resisténcia em bactérias e mecanismos antibacterianos de
AgNP.

Mecanismo de resisténcia a antibioticos | Mecanismo antibacteriano das AgNPs

Antibidticos AgNPs

LIS

Legenda: Mecanismo de resisténcia a antibidticos: (1) barreiras de permeacgdo, (2) bombas de efluxo, (3)
inativacdo do antibidtico e (4) alteragdes estruturais nos alvos do antibidtico (representados como “?7).
Mecanismos antibacterianos das AgNP: (A) alteracdo das bombas de efluxo, (B) rompimento de proteinas de
membrana e de cadeias de transporte de elétrons (C) acimulo na membrana afetando a permeabilidade, (D)
rompimento da membrana e vazamento de contedo intracelular, (E) interacdo e danos no DNA.

Fonte: adaptado de Bruna et al. (2021)%.

AgNP exibem mecanismos de acdo multiplos e simultaneos e, em combinacdo com outros
agentes antibacterianos, tem demonstrado efeito sinérgico contra bactérias patogénicas, tais
como Escherichia coli e Staphylococcus aureus. As caracteristicas das AgNP as tornam
adequadas para aplicagdo em produtos médicos visando tratar infeccdes ou preveni-las com
eficiéncia.>® Embora alguns mecanismos da atividade antibacteriana das AgNP n3o sejam

totalmente esclarecidos, varias agbes antibacterianas ja foram descritas (Figura 8).6%
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Figura 8. A¢Bes antibacterianas das nanoparticulas de prata (AgNP).
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Fonte: adaptado de Yin et al. (2020)®.

As AgNP penetram em um sistema biologico de varias maneiras. A rota de exposicéo e
tempo, tamanho, estado de agregacdo e doses de AgNP estdo relacionadas a sua
biodisponibilidade, biodistribuicdo e possiveis efeitos adversos. No nivel celular, a AgNP gera
uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativando enzimas e destruindo
o citoesqueleto e 0 DNA, danificando as enzimas de reparo do DNA e regulando positivamente
a autofagia para ativar as vias de apoptose e o0s efeitos citotdxicos. No nivel genético, uma dose
mais baixa de AgNP levarda a mudancas no metabolismo energético, estresse oxidativo,
mudancas no ciclo celular e em outros genes relacionados. Mesmo em doses muito baixas, as

AgNP sdo capazes de causar danos estruturais ou funcionais as células-alvo.%®

H& um crescimento de publicacdes e desenvolvimento tecnolégico envolvendo AgNP na
area da saude, visto a comprovacéo da sua eficacia antimicrobiana, seja em nanocompositos ou
associadas a biomateriais. As AgNP surgem como um agente antimicrobiano para uso no
controle de bactérias patogénicas, inflamacéo tecidual e perda 6ssea, quando em concentragdes

que apresentam baixa citotoxicidade as células do paciente.'? Entretanto, existe um limite para
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0 seu uso devido a toxicidade, j& que ha uma correlacdo entre o tamanho e a morfologia das
nanoparticulas com a poténcia de citotoxicidade. A citotoxicidade € inversamente proporcional

ao tamanho das nanoparticulas.®’

O principal mecanismo de toxicidade das nanoparticulas de prata envolve a interrup¢éo
da cadeia respiratoria mitocondrial, o que resulta na geracdo de ROS e na interrupcédo da sintese
de ATP, o que leva a uma cascata de eventos toxicos®® (Figura 9). Ainda que as nanoparticulas
de prata tenham sido amplamente utilizadas como nanomateriais para a fabricacao de produtos
cosméticos e de salde, téxteis antimicrobianos, curativos para feridas, transportadores de
medicamentos antitumorais, foram relatadas como toxicas para varias linhagens de células
humanas, incluindo células epiteliais bronquicas, células endoteliais da veia umbilical, entre
outras. AgNP induzem uma citotoxicidade dependente de dose, tamanho e tempo,

particularmente aquelas com tamanhos <10 nm.*

Figura 9. A¢des antibacterianas das nanoparticulas de prata (AgNP).
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Fonte: adaptado de De Matteis et al. (2018)°

As AgNP de tamanho pequeno (< 10 nm) poderiam Sser empregadas para combater
doencas bacterianas. No entanto, suas alta reatividade, instabilidade, susceptibilidade a
oxidacdo répida e citotoxicidade, sdo vistas como deficiéncias cruciais para sua absorcao e

aplicacdo clinica.’! Ademais, pode-se observar uma associacdo entre estabilidade coloidal e
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toxicidade de AgNP, pois a agregacdo extrema leva a perda completa da atividade bioldgica. O
maior grau de resisténcia a agregacao, observado para particulas maiores, tem um impacto
significativo na toxicidade in vitro, retendo mais sua atividade contra microrganismos e células
de mamiferos. Em razdo disso, almejar o menor tamanho de nanoparticulas pode néo ser o

melhor curso de agdo.%

O excelente uso na Medicina levou a sua aplicacdo na clinica odontoldgica. O interesse
na erradicacdo do biofilme microbiano do sistema de canais radiculares ainda existe no campo
da Endodontia. As nanoparticulas provaram ser muito mais eficientes em sua capacidade de
ligacdo e superficie quimica, em compara¢do com os materiais convencionais, tendo uma boa
perspectiva na aplicacdo pratica endoddntica, com grande promessa na reducao da formacéo de
biofilme, melhora da remineralizacdo do dente, inibi¢do do seu processo de desmineralizacéo e
neutralizacdo dos microrganismos relacionados a carie e a outros microrganismos

endodénticos.>!
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3 METODO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de Ciéncias
da Salde, da Universidade Federal da Bahia (nUmero do parecer 3.216.001). As amostras
clinicas foram coletadas de voluntarios adultos com mais de 18 anos de ambos 0s sexos, 0s quais
apresentaram auséncia de resposta ao teste de sensibilidade pulpar e reacdo cronica visivel
radiograficamente. Os critérios de exclusdo compreenderam a presenca de alteracdo sistémica,
voluntarios em uso de antibioticos sisttémicos, dentes com tratamento endodéntico prévio e
canais radiculares expostos ao meio bucal. Os voluntérios para esta pesquisa leram e assinaram

um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.1 SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos referéncias utilizados para esta pesquisa foram o Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e o Enterococcus faecium ATCC
6965. Utilizaram-se também isolados clinicos obtidos de amostras de pacientes voluntarios com
mais de 18 anos, de ambos os sexos, em tratamento de canal radicular, que concordaram em
participar da pesquisa e assinaram o TCLE, provenientes da Clinica Escola da UFBA -
Salvador.

3.2 COLETA DE AMOSTRAS

Coletaram-se as amostras por um cirurgido-dentista habilitado, com inscricdo no
Conselho Regional de Odontologia. Previamente a intervencdo, realizaram-se bochechos com
10 mL de enxaguatorio bucal (clorexidina 0,12%) por um minuto. Em seguida, os voluntarios
foram anestesiados localmente, os agentes contaminantes coronarios, tais como caries e/ou
restauracdes, removidos, para em seguida ser realizado o isolamento absoluto. A antissepsia do
campo operatorio (dente, grampo, lencol de borracha e arco) foi efetuada usando swabs estéreis,

umedecidos, primeiramente em peroxido de hidrogénio a 30% (H,0,), durante 30 segundos;

depois foi utilizada uma solucéo de hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCI) por mais 30 segundos

e, por fim, uma solugéo de tiossulfato de sodio 5% para neutralizar a agdo quimica dos agentes
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antissépticos.?’

A coleta do material para analise microbiolégica foi realizada com a utilizagdo de cones
de papel absorvente n° 15 estéreis, introduzido no comprimento total do canal (determinado pela
radiografia periapical pré-operatoria), permanecendo nesta posicdo por um min (Figura 10A).
Nos casos em que o canal estava seco, foi umedecido com soro fisiologico estéril, para assegurar
uma amostra viavel. Realizaram-se trés coletas por paciente. Posteriormente, os cones foram
transferidos para um tubo de ensaio contendo 3 mL do meio BHI (Brain Heart Infusion) (Figura
10B). As amostras foram identificadas e transportadas para processamento por cultura

microbioldgica imediatamente apds o término do procedimento clinico (Figura 10C).

Figura 10. Coleta das amostras nos canais radiculares.

Legenda: (A) cone de papel absorvente posicionado no canal radicular. (B) Cone no papel com material
bioldgico introduzido em microtubo.(C) Acondicionamento das amostra.
Fonte: arquivo fotografico da autora

As culturas foram semeadas em placa de Petri contendo agar BHI e incubadas em estufa a
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37°C por 24 horas. Apds o crescimento microbiano, foi preparada uma suspensdo em tubo,
contendo 10 mL de solucdo salina esterilizada, até se obter uma turvacdo compativel com 0,5
da escala McFarland (1,5 x 108 UFC/m). Em seguida, um swab estéril foi embebido na
suspensdo bacteriana, comprimindo-o contraas paredes do tubo paratirar 0 excesso da suspensao
e foi semeado de forma suave em todas direcdes da referida placa, procurando abranger toda a
superficie. Esse procedimento foi realizado em triplicata.

3.3 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS POR MALDI-TOF

As amostras bacterianas isoladas foram enviadas para identificagdo em equipamento
MALDI Biotyper (Bruker, Bremen, Alemanha), na Universidade Federal de Minas Gerais.
Nesse sistema, uma col6nia bacteriana foi inserida no equipamento, bombardeada por laser e,
entdo, analisada por meio de espectrometria de massa associada a ionizacdo e a dessorcédo a
laser, assistida por matriz (MALDI) e do tipo tempo de voo (TOF). Os resultados de
espectrograma carga/massa foram, entdo, confrontados com um banco de dados com
espectrogramas associados a diferentes espécies bacterianas e flngicas, para posterior
identificacdo de espécie. Trata-se de um método rapido e confidvel para a identificacdo de

microrganismos.

3.4 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese dos AgNP foi realizada seguindo o procedimento descrito por Ballotin et al.
(2017)1%, A biossintese e a caracterizagdo das AgNP, cedidas para este estudo, foram realizadas
no Laborat6rio de Quimica Bioldgica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Em resumo, o fungo Fusarium oxysporum foi cultivado em meio de
cultura solido, consistindo de 0,5% de extrato de levedura, 2% de malte, 2% de &gar e adgua
destilada, sendo mantido a 28°C por uma semana. Ap0s 0 crescimento, agua destilada
esterilizada foi adicionada a cultura sob agitacéo constante, até atingir a concentracdo proteica
de 0,1 g/mL, e mantida sob agitacdo por 72 horas. Uma filtracdo a vacuo foi realizada e entdo

0,01 mol/L de AgNO; foram adicionados ao sobrenadante. A solugdo foi mantida a 28 °C e

selada com folha de aluminio até a formacdo das nanoparticulas. As AgNP foram previamente
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caracterizadas e apresentaram tamanhos de 28,0 £ 13,1 nm, polidispersidade de 0,231, potencial
zetade -31,7 2,8 mV, e eram esféricas.®

3.5 DETERMlNA(;Ap DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E DA
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

A metodologia de microdiluicdo em caldo foi realizada de acordo com Norman et al.
(2014)%°, com modificacdes. A solucdo de AgNP foi diluida em agua destilada estéril em
concentragdes, variando de 0,975 a 1 mg/mL.%¢ Os solventes e diluentes para a preparagdo de
solucdes padrdo de agentes antimicrobianos seguiram a metodologia descrita na norma M7-A6
do Clinical and Laboratory Standards Institute®” (CLSI) para bactérias aerdbicas e o suplemento
M100-S16% para as bactérias fastidiosas. O caldo Mueller--Hinton foi utilizado como meio de
primeira escolha para testes de sensibilidade para E. faecalis e E. faecium. Apés a incubacéo,
cada cepa isolada foi diluida em caldo Mueller-Hinton para alcancar, em espectrofotémetro,
uma densidade Optica de 0,08-0,10, no comprimento de onda de 600 nm (opticamente
comparavel a solucao padrdo McFarland de 0,5). Cada suspensdo continha aproximadamente 3
x 10® UFC/mL de E. faecalis e E. faecium. Em seguida, as suspensdes foram imediatamente
diluidas em caldo Mueller-Hinton para obter uma concentracéo de 1 x 108 UFC/mL. Para atingir
uma concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL nos pogos, 100 uL do inéculo e 100 uL da solugio
coloidal AgNP nas diferentes concentra¢des foram inoculados em microplaca de 96 pogos. Em
seguida, as microplacas foram entdo incubadas durante 48H a 37 °C. Dois controles foram
usados para cada diluicdo, um positivo (suspensdo bacteriana sem AgNP) e um negativo(solucéo
coloidal de AgNP sem inoculacdo bacteriana). A andlise foi entdo realizada em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 600 nm e estabelecida a concentragdo minima
capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano (MIC1y). Apds a determinacao da MICq,
20 uL de cada pogo foram removidos e inoculados em placas de agar BHI e incubadas por 48H
a 37 °C. A concentracdo bactericida minima (MBC1q) foi definida como a concentracdo mais

baixa capaz de inativar todas as bactérias. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.6 ENSAIO DE SEMI-QUANTIFICACAO DE BIOFILME

A anélise semi-quantitativa da producéo de biofilme seguiu a metodologia descrita por

Kalil et al. (2019)®. Isolados de E. faecalis e E. faecium, foram inoculados em 3 mL de Caldo
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Triptona de Soja (TSB), acrescido de 0,25% de glicose, e incubados a 37 °C até obtenc&o de
densidade optica de 0,2 (aproximadamente 3 x108 UFC/mL) em comprimento de onda de 595
nm. Em seguida, 200ul dessa suspensao bacteriana foram transferidos para microplacas
estéreis e incubados a 37 °© C por 24H, com diferentes concentracdes de AgNP. Apds a
incubacdo, o conteudo de cada pogo foi aspirado e os pogos foram lavados duas vezes com
200uL de PBS 0,01 mol/L pH 7,2.

As bactérias que permaneceram aderidas foram fixadas com 200uL de metanol durante
15 minutos. Apds esse tempo, 0 metanol foi cuidadosamente descartado e 0s pogos foram entédo
corados por 5 min com 200uL de uma solugdo de violeta cristal estéril a 2%. Em seguida, o0s
pocos foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Por fim, foram entdo eluidos com
160puL de uma solugdo de acido acético a 33%. Como controle negativo para este teste, foram
utilizados pogos com TSB 0,25% de glicose e sem indculo. A absorbancia de cada poco foi
medida em um comprimento de onda de 595 nm. Para caracterizar a intensidade de formacao
do biofilme, utilizaram-se as seguintes equacdes, onde ODI indica a densidade dptica do isolado
e ODNC representa a densidade optica do controle negativo: ODI < ODNC = nenhum
desenvolvimento de biofilme; ODI/ ODNC < 2 = formacdo fraca de biofilme; ODI / ODNC <
4 = capacidade moderada de producdo de biofilme; ODI / ODNC > 4 = forte capacidade de
producéode biofilme.”

3.7 INIBICAO DA FORMACAO DO BIOFILME POR AGNP

Para avaliar a capacidade da AgNP de interferir na formacéao do biofilme de E. faecalis e
E. faecium, 100uL das suspensdes bacterianas com uma DO de 0,2 e 100uL da AgNP, levando
em consideracédo as concentrag0es de AgNP obtidas anteriormente de MIC100 € MBCiqo, foram
inoculados nos pogos de uma microplaca estéril e incubado em 37°C por 24 h. Em seguida, o
biofilme formado foi detectado conforme descrito no item de semi-quantificacdo e a
porcentagem de inibicdo da producéo de biofilme foi calculado considerando as suspensdes

bacterianas controle que ndo foram ndo incubadas com as nanoparticulas.
A porcentagem de inibicdo da formagéo de biofilme foi calculada pela seguinte formula.®®

% inibigdo de biofilme =1 - OD595 de Enterococcus tratada com extrato x 100

OD 595 de Enterococcus nao tratado
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3.8 ENSAIO DE INTERFERENCIA EM BIOFILME CONSOLIDADO

O ensaio de acdo de AgNP em biofilme consolidado seguiu metodologia de Nostro et al.
(2007)7°. Os isolados de E. faecalis e E. faecium foram inoculados em trés mL de TSB
acrescidos de glicose 0,25% e incubados a 37 °C por 24 horas. As suspensdes bacterianas foram
padronizadas entdo em caldo TSB, com absorbancia de 0.2 em comprimento de onda de 595nm.
200 pL dessas suspensdes foram transferidas para os pogos das microplacas e incubadas a 37
°C por 24H. Apéds a consolidacdo do biofilme, levando em consideracdo os resultados de
concentracOes obtidos anteriormente de MIC100 € MBCioo0, 200uL de solugéo coloidal AgNP,
em diferentes concentragdes, foram inoculados nos pogos com biofilme consolidado. Em
seguida, as microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. O
biofilme formado foi detectado apds 24 horas e o grau de inibi¢do do biofilme foi determinado
tendo como base as suspensdes bacterianas controle que ndo haviam sido incubadas com a
AgNP.

3.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura foi usada para observar as alteragdes morfoldgicas
de E. faecalis e E. Faecium, tratadas com AgNP, e foi realizado no laborat6rio de Microscopia
Eletrénica da FIOCRUZ. Laminulas contendo as culturas bacterianas tratadas ou ndo com
AgNPs foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% por 12H. Apds a fixacdo, as laminulas foram
lavadas trés vezes com tampdo cacodilato de sédio 0,1mol/L, pH 7,4 durante 5 minutos cada.
Em seguida, foi feita a pos-fixagdo com tetroxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato de sodio
0,1 mol/L por 30 minutos. A seguir, foi feita novamente trés lavagens com tampdo cacodilato
de sodio 0,1M, por 5 minutos cada. Posteriormente, foi realizada a desidratacdo com imersao
em etanol 30, 50, 70, 90 e 100%, alternando 10 minutos em cada uma delas. Ao final da
desidratacdo, as amostras foram colocadas em stubs e submetidas a metalizagdo em ouro para

visualizagdo no Microscopio Eletronico de Varredura (Jeol JSM-6390-LV).
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4 RESULTADOS

Esta secdo apresenta os resultados obtidos. Com base no cumprimento dos objevos

estabelecidos para este estudo

4.1 AVALIAC;AO DA SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE CELULAS
PLANCTONICA DE E. FAECALIS E E. FAECIUM A AgNP

Mediante a utilizacdo do Biotyper, foi possivel identificar 09 (nove) isolados clinicos
como E. faecalis e 07 (sete) como E. faecium. A avaliacdo da atividade antimicrobiana de AgNP
contra E. faecalis e E. faecium, usando a metodologia de microdiluicdo em caldo, demonstrou
uma inibicdo de crescimento da maioria dos isolados em concentragdes entre 7,81 e 125 pug/mL.
Um isolado clinico de E. faecium ndo demonstrou inibicéao total do crescimento quando tratada
com AgNP (Tabela 1).

Os valores da acdo bactericida das AgNP variaram entre 31,25 e 500 pg/mL (Tabela 1).
As AgNP nao tiveram acdo bactericida sobre E. faecium ATCC 6965 e o isolado clinico E.
faecium A05, nas concentracdes testadas neste estudo (Tabela 1). Curvas de cinética de MICqg
foram criadas para visualizar a acéo antibacteriana de AgNP em diferentes concentragdes nas
cepas identificadas (Figuras 11,12 e 13). Um resumo comparativo dos perfis de sensibilidade

esta representado nas Figuras 14 e 15.



Tabela 1 - Perfil de sensibilidade de cepas de referéncia e isolados clinicos de E. Faecalis e E. faecium a

AgNPs.
Cepas Referéncia e Isolados Clinicos ('L\l/lgll(ri\ll(i)) (TlﬂgB/?nlf)
E. faecalis ATCC 29212 62,5 62,5
E. faecalis ATCC 51299 125 500
E. faecalis A12 62,5 125
E. faecalis A13 125 250
E. faecalis Al4 125 250
E. faecalis A15 125 250
E. faecalis A16 62,5 125
E. faecalis A28 125 500
E. faecalis A31 7,81 31,25
E. faecalis A32 7,81 31,25
E. faecalis A33 125 250
E. faecium ATCC 6965 125 -
E. faecium A01 125 250
E. faecium AQ05 - -
E. faecium A08 62,5 62,5
E. faecium A13A 31,25 31,25
E. faecium Al17 62,5 125
E. faecium A25 125 250

E. faecium A27 125 500

36
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Figura 11 - Curvas de inibigdo de crescimento de cepas de E. faecalis expostas a diferentes concentracfes de
AgNP
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Figura 12 - Curvas de inibigdo de crescimento de cepas de E. faecalis expostas a diferentes concentracfes de

AgNP
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Legenda: os resultados expressam a média das inibicbes de crescimento, emporcentagem, obtidas por trés
experimentos independentes.
Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 13. Curvas de inibicdo de crescimento de cepas de E. faecalis expostas a diferentes concentracfes de AgNP
(continuacéo).
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Legenda: os resultados expressam a média das inibi¢des de crescimento, em porcentagem, obtidas por trés
experimentos independentes.
Fonte: dados da pesquisa.



Figura 14. Perfil de sensibilidade de cepas de referéncia e isolados clinicos de E. faecalis a nanoparticulas de

prata.
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Figura 15. Perfil de sensibilidade de cepas de referéncia e isolados clinicos de E. faecium a nanoparticulas de
pratas biogénicas.
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Fonte: dados da pesquisa.

4.2 DETECCAO DA FORMACAO DE BIOFILME EM MICROPLACA DE CULTIVO

Um total de sete amostras de E. faecalis e E. faecium, escolhidas aleatoriamente, foi utilizado no
experimento eclassificado como formadores de biofilme. Para caracterizar a intensidade da formag&o de
biofilme entre as cepas de referéncia, a OD595 do controle negativo foi de 0,08 nm. As bactérias com
OD595, entre 0,08 e 0,16 nm, foram consideradas fracas produtoras de biofilme. Se OD595 se
apresentou entre 0,16 e 0,32 nm, as bactérias foram consideradas uma moderada producdo de biofilme;
e OD595 > 0.32 foram caracterizados como fortes produtores de biofilme, conforme metodologia
descrita por Nostro et al. (2007). Nesse experimento, todas as cepas foram consideradas moderadas

produtoras de biofilme (Figura 16). A cepa E. faecalis ATCC 29212 teve o menor resultado com

relacdo a producgdo de biofilme. O isolado clinico E. faecium A08 se mostrou como 0 maior
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produtor de biofilme.

Figura 16. Semiquantificacdo da formacao de biofilme por cepas de referéncia e isoladosclinicos de E. faecalis e
E. faecium.
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Legenda: a linha tracejada indica o valor médio do controle negativo (DO595= 0.08), fraco produgdo de biofilme
(D0O595<0,16), moderado producéo debiofilme (0,16> DO595 > 0,32) e forte producdo de biofilme (DO595
>0,32).

Fonte: dados da pesquisa.

4.3 INTERFERENCIA DE AGNP NA FORMACAO DE BIOFILME DE E. faecalis E E.
faecium

O teste de interferéncia na formacé&o de biofilme em 24 horas de incubagdo constatou que
as AgNP foram capazes de interferir com a formacao de biofilme em todos os isolados e cepas
testados. Para E. faecalis, o maximo de interferéncia detectada foi de 40% para a cepa
referéncia, e para E. faecium de cerca de 55%, também para a cepa ATCC (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Inibi¢&o da formagdo de biofilme por E. faecalis induzida por AgNP.
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Legenda: os resultados sdo expressos em porcentagens relativas ao controle, e correspondem a média de quatro
experimentos independentes.
Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 18. Inibigdo da formag&o de biofilme por E. faecium induzida por AgNP.
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Legenda: os resultados sdo expressos em porcentagens relativas ao controle, e correspondem a média de quatro
experimentos independentes.
Fonte: dados da pesquisa.

4.4 ENSAIO DE INTERFERENCIA DE AGNP EM BIOFILME CONSOLIDADO

O teste de interferéncia no biofilme consolidado em 24 horas de incubacdo @#uque as

AgNP foram capazes de interferir no biofilme consolidado em todos os isolados e cepas

testados. Para E. faecalis, 0 maximo de interferéncia detectada foi de 34,3%, para a cepa

referéncia; e para E. faecium, foi de cerca de 41,16%, para o isolado clinico A05 (Figuras 19 e
20).



Inibigdo(%)

45

Figura 19. Inibicéo no biofilme consolidado por E. faecalis induzida por AgNP.
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Legenda: os resultados sdo expressos em porcentagens relativas ao controle, e correspondem a média de
quatro experimentos independentes.
Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 20. Inibi¢&o no biofilme consolidado por E. faecium induzida por AgNP.
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Legenda: os resultados sdo expressos em porcentagens relativas ao controle, e correspondem a média de quatro
experimentos independentes.
Fonte: dados da pesquisa.

45 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Uma andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada para avaliar os
efeitos de AgNP na morfologia das bactérias aqui estudadas. E. faecalis ATCC 29212 e E.
faecium ATCC 6965, tratados sem AgNP (grupo controle), apresentaram uma morfologia
celular em formato de cocos, em pares ou em cadeias curtas, exibindo uma superficie celular

aparentemente intacta (Figura 21).
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Figura 21. Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) de E. faecalis (A e B) e E. faecium (C e D)
cultivados na auséncia de AgNP.
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Legenda: as barras de escala sdo indicadas na parte inferior de todas as figuras.
Fonte: arquivo fotogréafico da autora.
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A andlise do MEV revelou que os AgNP causaram danos a superficie em ambas as cepas
analisadas. Apos tratamento e incubacdo com as AgNP, com concentra¢@es correspondentes ao
MIC100 (Figura 20), 2x MIC100 (Figura 21) e 4x MICi00 (Figura 22), as cepas E. faecalis
ATCC 29212 e E. faecium ATCC 6965 apresentaram alteracdes na morfologia celular, expondo
restos celulares sem morfologia definida, assim como particulas de AgNP aderidas na superficie
celular. AlteracGes celulares foram observadas pelo aumento do tamanho celular, além da

alteracdo do formato oval para uma forma mais alongada. (Figura 22, 23 e 24).

Figura 22. Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) de isolados de E. faecalis (A e B) e E. faecium
(C e D) tratadas com AgNP, em uma concentragdo correspondente ao MICjgo.

X10/000,

S5um X10,000

Legenda: as setas vermelhas representam alteracGes na morfologia celular. As setas azuis mostram a biomassa
residual das bactérias lisadas apds o tratamento com as AgNP. As setas pretas, indicam possiveis particulas de
AgNP aderidas na superficie celular. As barras de escala sdo indicadas na parte inferior de todas as figuras
Fonte: arquivo fotogréfico da autora.
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Figura 23. Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) de E. faecalis (A e B) e E. faecium (C e D)
tratadas com AgNP em uma concentracao correspondente a 2X MICip.

X10,000 1um X20,000 1pm

X10,000 1pm X20,000 1pm

Legenda: As setas vermelhas indicam destruigdo celular. As setas azuis indicam biomassa residual das bactérias
lisadas ap6s o tratamento com as AgNP. As setas pretas indicam possiveis particulas de AgNP aderidas na
superficie celular. As barras de escala sdo indicadas na parte inferior das figuras.

Fonte: arquivo fotogréfico da autora.
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Figura 24. Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) de E. faecalis (A e B) e E. faecium (C e D)
tratadas com AgNP, em uma concentracao correspondente a 4x MICiqo.

@%6,500 2um

S5um

Legenda: as setas vermelhas representam as alteragdes na morfologia celular. As setas azuis mostram a biomassa
residual das bactérias lisadas apds o tratamento com as AgNP. As setas pretas, indicam possiveis particulas de
AgNP aderidas na superficie celular. As barras de escala séo indicadas na parte inferior de todas as figuras.
Fonte: arquivo fotogréfico da autora.
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5  DISCUSSAO

Devido a sua bem descrita atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, as nanoparticulas associadas a metais tém sido propostas como alternativa aos
antibioticos tradicionais para superar o problema da resisténcia bacteriana. As nanoparticulas
usam mdaltiplos mecanismos de acao diferentes dos antibidticos cl&ssicos, com a vantagem de

serem ativos contra bactérias que ja desenvolveram resisténcia.

Estudos in vitro demonstraram que AgNP podem causar citotoxicidade em algumas
células humanas, como células epiteliais, macrofagos, glébulos vermelhos, hepatocitos,
especificamente aquelas com tamanhos <10 nm. O efeito toxico das AgNP foi descrito como
dependente do tamanho, do tempo e da dose.’: ®27L72 |ju et al. (2010) investigaram a
citotoxicidade de trés nanoparticulas de prata (5nm, 20nm e 50nm), usando quatro linhagens de
células humanas (A549, SGC-7901, HepG2 e MCF-7). As particulas de 5nm exibiram maiores
alterac6es morfoldgicas, danos na membrana celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e interrupcdo do ciclo celular e apoptose celular. Os resultados também mostraram que
AgNP, com o tamanho de 5nm, poderiam penetrar nas células muito mais facilmente em
comparacao com as de 20nm. A reatividade bioldgica de particulas menores é maior e pode
levar a uma maior toxicidade. O tamanho da nanoparticula utilizado neste estudo foi de 28nm,
0 que demonstrou baixo poder de citotoxicidade; apesar de esse aspecto ndo ser testado neste
estudo, ja foi descrito anteriormente que essas mesmas particulas ndao induziram efeito toxico,

quando administradas em feridas cirtrgicas de ovinos .’* 74 75 76.77

E importante ressaltar que a toxicidade esta sempre relacionada a dose e & duracéo do
contato. O contato direto com a cavidade oral, dentes e tecidos circundantes é uma consideracdo
importante devido aos efeitos potencialmente prejudiciais do tratamento com AgNP em
aplicacdes endododnticas.'® Chan et al. (2015) avaliaram efeito citotdxico de uma nova particula
de nanoprata (25,2+6,5 nm) como irrigante endodéntico (0,2 mM), em compara¢do com 0
hipoclorito de sodio a 3%, e concluiram que 0 novo irrigante de nanoparticulas de prata ndo foi
citotoxico nos ensaios utilizados e que a resposta a exposi¢do ao hipoclorito de sodio e uma
nova nanoparticula de pratas foi semelhante. Corroborando esses resultados, Mahmoud et al.
(2022) realizaram um estudo em células da polpa dentaria humana e constataram que a
citotoxicidade da AgNP em gel foi comparavel aquela com hidroxido de calcio, sugerindo que

AgNP pode representar um candidato promissor para uso clinico em Endodontia regenerativa.
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Os microrganismos referéncias Enterococcus faecalis ATCC 51299 e o Enterococcus
faecium ATCC 6965 foram escolhidos como controle nesta pesquisa, por estarem disponiveis
no banco de dados biologicos de microrganismo do grupo de pesquisa de Biotecnologia
Aplicada a Saude Animal. A escolha do microrganismo referéncia Enterococcus faecalis ATCC
29212 decorreu por ser uma cepa sensivel a vancomicina e por ter sido amplamente utilizada
como uma cepa de controle para experimentos clinicos e laboratoriais. E. faecalis ATCC 29212
¢ um isolado da urina humana e € usado como cepa de controle para avaliar a qualidade de
meios de cultura microbioldgicos preparados comercialmente e testes de suscetibilidade de

patdgenos a antibidticos.%

Esta pesquisa utilizou cepas referéncia e isolados clinicos de E. faecalis e E. Faecium,
obtidos de canais infectados. Sanchez-Sanhueza et al. (2015)’8, por meio de uma identificacio
fenotipica, determinaram que, dentre as amostras coletadas dos canais radiculares, 83/84 (98%)
das cepas selecionadas correspondiam a E. faecalis, o que foi confirmado por PCR. O E.
faecium (2%) foi a Unica cepa com diferentes caracteristicas e identificada por meio de testes
fenotipicos e moleculares. Conforme uma revisao sistematica e uma metanalise realizado por
Nardello et al. (2022)7°, as espécies mais frequentes nas amostras pos-instrumentacio sio
Streptococcus spp., Leptotrichia buccalis, Fusobacterium nucleatum e Capnocytophaga
ochracea. A frequéncia de deteccdo de algumas espécies aumentou apos tratamento, incluindo
principalmente membros de Firmicutes, como Streptococcus, E. faecium, Selenomonas noxia e
Solobacterium moorei, determinando assim a importancia de E. faecium em casos recorrentes.
Em estudo com o objetivo de investigar a composicdo da microbiota do canal radicular em
insucessos endoddnticos, pela identificacdo e quantificagdo dos microrganismos, Murad et al.
(2014)%° determinaram que E. faecium e Staphylococcus epidermidis foram as espécies mais
prevalentes (presentes em 37% das amostras), apresentando propor¢des elevadas. Eubacterium
saburreum, Parvimonas micra, Leptotrichia buccalis, E. faecalis e Staphylococcus warneri
estiveram presentes em 28% dos canais radiculares avaliados, mas suas contagens gerais foram
moderadas. Em concordancia, Ferreira et al. (2015)3 identificaram nas amostras coletadas o E.
faecium (60%) como a espécie mais frequente detectada, apds a instrumentacéo, e 40%, ap0s o
tratamento do canal radicular, com a medicacdo intracanal. A frequéncia mais alta de
isolamento de E. faecium do que em estudos anteriores pode ser relacionada ao fato de que
alguns isolamentos foram obtidos de pessoas com tratamentos recorrentes; e, como indicado

anteriormente, essa espécie se torna mais frequente nesse tipo de infecgéo.

O presente estudo avaliou o efeito antibacteriano de AgNP sintetizada a partir de
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biomassa do fungo Fusarium oxysporum. Para uma andlise da acdo de AgNP em E. faecalis e E.
faecium, foram determinadas as concentra¢des inibitorias minimas (MIC1o0), as concentragdes
bactericidas minimas (MBCi00) e 0s efeitos antimicrobianos em célulasplanctonicas e no
biofilme. Os resultados do teste de sensibilidade em microdiluicdo em caldo confirmou que as
AgNPs demonstraram eficacia na inibicdo do crescimento de todas as cepas referéncias e
isolados clinicos, em concentracfes diferentes, mas ndo foi 100% eficaz para uma cepa
referéncia e um isolado clinico de E. faecium. Esta descoberta concorda com estudos que
mostram a eficacia de outros tipos de AgGNP contra esses mesmos microrganismos, enfatizando
assim que as AgNP biogénicas surgem como um novo agente antimicrobiano para desinfeccao
endodontica.8182 Parvekar et al. (2020)%, utilizando os mesmos métodos para confirmar a
eficacia antimicrobiana de AgNP sintetizadas de diferentes formas, comprovaram que elas tém
potencial efeitos bactericidas contra S. Aureus, na concentracao de 0,625 mg/ml, podendo assim
ser incorporadas nos medicamentos do canal radicular, cimentos e irrigantes. Ja Chavez-
Andrade et al. (2019)®* avaliaram a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
revestidas contra E. faecalis, Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa, confirmando o
efeito bactericida do nanocompdsito contra os microrganismos testados. Bruniera et al. (2020)2°
verificou as propriedades antibacterianas de AgNP contra espécie frequentemente associadas a
infec¢Oes endodonticas, tais como E. coli ATCC 25922, E. faecalis NCTC 775, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans ATCC
25175, mostraram efeito bactericida e atividades bacteriostaticas em diferentes valores.
Entretanto, quando utilizada como substancia irrigadora, uma solucdo dessas nanoparticulas
ndo foi tdo eficaz contra E. Faecalis, em comparacao com o hipoclorito de sédio (NaOCI), que
é apropriado como irrigante devido a sua capacidade de ruptura do biofilme e na eliminacéo de
bactérias em biofilmes e em tibulos dentinarios.®® A combinagio de irrigacdo de nanoparticulas
de prata com aplicacdo do laser Nd:YAG teve efeitos na reducdo de col6nias microbianas de E.
faecalis, destacando o potencial deste método na diminuicdo da carga microbiana, no interior

do canal radicular.?’

A combinacio de AgNP com outras substancias foi avaliada por Nayyar et al. (2021)%,
que utilizaram AgNP isoladas e com hidroxido de célcio e clorexidina contra E. faecalis, sendo
verificado um efeito antibacteriano maior na combinacdo de AgNP com esses medicamentos,
em comparagdo as AgNP isoladas. Isso demonstra que procedimentos desinfetantes podem ser
conduzidos em associagdo com as nanoparticulas de prata aqui testadas, o que poderia aumentar

sua atividade.
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Esta pesquisa também quantificou a formacéo de biofilme em superficie abidtica por cepas
de referéncia e isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium, confirmando assim a formag&o do
biofilme. Todas as cepas analisadas foram consideradas formadoras moderadas de biofilme. A
formacdo de biofilme de 47 diferentes isolados bacterianos aerobicos e anaerdbicos,
pertencentes a 32 espécies diferentes previamente isoladas de canais radiculares infectados, foi
estudada. Como resultado, foi comprovado que bactérias aerdbicas, sendo 7 isolados que
compreenderam a espeécies E. faecalis, S. anginosus, S. oralis, M. osloensis e E. corrodens, ndo
formaram biofilmes; 8 isolados pertencentes as espécies E. faecalis, S. mutans, S. constellatus,
L. rhamnosus, L. casei e Lactobacillus gasseri foram considerados produtores moderados de
biofilme; 5 isolados das espécies E. faecalis. S. mutans, L. fermentum, A. naeslundii, e A.
Viscosus, foram caracterizadas como forte produtores de biofilme.*® O mesmo protocolo de
quantificacdo foi utilizado por Albaghdadi et al. (2021)%°, como objetivo de caracterizar
biofilmes formados por véarias espécies de Prevotella, sendo constatado que Prevotella
loescheii, Prevotella oralis e Prevotella nigrescens apresentaram grande formacao de biofilme.
Xu et al. (2016)% utilizou S. aureus, concluindo que a maioria das cepas estudadas foram
formadoras fracas de biofilmes (mais de 75,0%), alguns formadores moderados debiofilmes e
muito poucos formadores fortes de biofilmes (2,0-5,0%). Em outro estudo, dototal de 12
linhagens testadas, 8 (66,7%) foram classificadas como fortes formadoras de biofilme, 2
(16,7%) como fracas formadoras e 2 (16,7%) como ndo formadoras. Considerando somente as
bactérias Gram-positivas, 33,3% foram classificadas como ndo produtoras de biofilme. O
percentual foi igual para fracas produtoras, S. aureus e S. pneumoniae ATCC 6303, e para fortes
formadoras de biofilme, E. faecalis ATCC 19429 e S. pyogenes ATCC 19615.% No presente
trabalho, verificou-se que todas as cepas referéncia e os isolados clinicos foram formadores
moderadas de biofilme, demonstrando que esses isolados podem ter importancia clinica
significativa, ja que teriam a capacidade de formar esse biofilme in vivo, e dessa forma serem
mais resistentes ao tratamento com compostos antibacterianos e sanitizantes, ja utilizados

rotineiramente na pratica endodontica.

As AgNPs apresentam potencial terapéutico antibacteriano e antibiofilme promissor. As
amostras com AgNPs esféricas e de menor tamanho apresentam os melhores resultados para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com ou sem perfis de resisténcia, dentre elas
isolados clinicos de Kleibsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), E. coli, Acinetobacter spp,
S. aureus, e cepas referéncias de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Kleibsiella
pneumoniae ATCC 700603, S. aureus ATCC 29213, e S. aureus ATCC 3359.% O teste de
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interferéncia na formac&o do biofilme constitui-se em boa estratégia para verificar um possivel
controle do desenvolvimento de biofilme. O objetivo desse teste é inibir a fixag&o inicial de
bactérias em superficies formadoras de biofilme, reduzindo assim as chances de
desenvolvimento de biofilme.%? De acordo com esse estudo, houve diferencas entre cepas de
referéncia e isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium na capacidade de formacéo biofilme e
na resposta apos exposicao as AgNP, assim como na concentracdo a AgNP. Uma pesquisa sobre
a atividade antibiofilme de AgNP foi conduzida para avaliar o desenvolvimento do biofilme na
presenca de concentracdes variadas de outros tipos de AgNP. As AgNPs reduziram com sucesso
a formacao de biofilme em concentragdes de 20 ug/ml e 10 ug/ml (p =0,004 e 0,045), mostrando
uma atividade antibiofilme dose-dependente significativa contra S. pseudintermedius.®® Nosso
estudo foi capaz de identificar essa atividade anti-biofilme sobre os isolados orais de
Enterococcus, dessa forma sugerindo que uma solucdo de AgNP pode ter a mesma atividade in

vivo sobre biofilmes de Enterococcus orais.

Em pesquisa para avaliar o efeito inibitério de AgNP em biofilmes dentais, foram
utilizados dois tamanhos de AgNP (5,3nm e 37,4nm). Ambos os tamanhos de AgNP mostraram
um excelente efeito contra biofilmes orais de pacientes com e sem carie. Também foi
identificado que a atividade bactericida das AgNPs esta relacionada com o tamanho das
particulas, sendo que o menor tamanho apresentou maior efeito.®® Corroboram essa situagio o
estudo de Mohanta et al. (2020)%", que analisou a atividade antibacteriana e antibiofilme de
AgNP contra P. aeruginosa, E. coli e Staphylococcus aureus e seus resultados demonstram o
potencial de AgNP fitossintetizados para atuar como agentes anti-biofilme e para outras
aplicacdes biomédicas. Nesta pesquisa, foi também avaliada a atividade antibiofilme de AgNP
contra o biofilme consolidado ap6s 24 horas, mostrando resultados satisfatorios para uso de
AgNP baseados em biomassa de F. oxysporum e no tamanho de 28nm. Para avaliar a atividade
antifangica e antibiofilme de AgNP sintetizadas com extratos de Lycopersicon esculentum
contra C. albicans (ATCC 90028), C. parapsilosis (ATCC 90018) e C. glabrata (ATCC
90030), testes de concentracdo inibitoria minima (MIC) foram realizados, confirmando assim
a inibicdo do crescimento em todas as Candida avaliadas.®* O mesmo resultado pdde ser
observado por Fonseca et al. (2022), que avaliaram atividade antifungica e antibiofilme das
mesmas AgNP a base de Fusarium oxysporum, utilizadas nesse estudo sobre Candida spp. de
isolados clinicos orais, comprovando assim que todas as Candida spp. foram suscetiveis a
AgNP em baixas concentracdes, exceto Candida parapsilosis. Além disso, as AgNP causaram

danos na superficie, disrupcdo celular e inibigdo da formacéo de biofilme.
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A solugdo coloidal de AgNP também reduziu de forma significativa os biofilmes
consolidados de C. pseudotuberculosis em todas as concentragdes testadas, controlando assim
a mudanca entre a forma planctonica séssil, impedindo a fixacdo e a colonizacdo do biofilme
em microplaca. As imagens da microscopia eletrénica (MEV) de varredura mostraram uma
acao de AgNP em C. pseudotuberculosis associado a biofilmes consolidados, demonstrando o
potencial das AgNP para atuar como agentes antibiofilme na linfadenite caseosa.®® As
alteracdes identificadas por MEV nesse trabalho em C. pseudotuberculosis foi muito
semelhante ao observado em nosso estudo, sendo baseadas em alteracfes morfologicas,

rupturas da célula microbiana e acimulo de nanoparticulas na parede das células.

A ampla utilizacdo de AgNP em diversos campos aumenta sua exposi¢cdo ambiental,
causando efeitos de longo alcance nos ecossistemas naturais. As AgNP passam por varios
processos fisico-quimicos e transformacgdes no ambiente, antes de encontrar o seu destino final.
Vérios fatores bidticos e abidticos desempenham papéis centrais na determinagéo do transporte,
toxicidade e destino de AgNP no ecossistema.®® De acordo com Ghobashy et al. (2021)1%, o
ciclo do destino das AgNP (transformacdo, migracdo, dissolucdo, agregacdes e toxicidade) e
suas propriedades intrinsecas e a toxicidade no solo sdo regidas por muitos parametros, como
as vias de eliminacdo (liquido ou solidos de esgoto) e as condi¢cBes ambientais circundantes.
Esses pardmetros devem ser considerados com precisdo ao avaliar a toxicidade dos AgNP no
meio ambiente, mas uma grande vantagem das nanoparticulas € sua sintese bioldgica, sem a

utilizacdo de substancias quimicas com potencial poluidor.
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6 CONCLUSAO

As AgNP biogénicas demonstraram ter acao bacteriostatica contra a maioria dos isolados
clinicos e de cepas de referéncia de E. faecalis e E. faecium, tendo também acédo bactericida na
maioria dos isolados clinicos. Além disso, tiveram atividade de inibicdo na formacdo de
biofilme e de interferéncia no biofilme consolidado. As analises morfolégicas por meio de MEV
constataram que as células bacterianas sofreram acdo das AgNP em todas as concentracfes
analisadas. De acordo com os resultados desta pesquisa, as AgNP se apresentam como um
potencial agente antimicrobiano para as infeccdes endoddnticas, podendo ser posteriormente
investigadas como irrigantes durante o preparo quimico-mecanico ou como uma medicacao
intracanal, entre as sessdes. Ademais, ha possibilidade de associa-las as medicagdes intracanais,
ja empregadas na Endodontia, assim como nos cimentos endodénticos, aumentando assim 0

efeito bactericida e bacteriostatico desses elementos relevantes.
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APENDICE - Termo de consentimento livre e esclarecido

o

e

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAOS
E SISTEMAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa "AVALIACAO DA
ATIVIDADE DE EXTRATOS SUPERCRITICOS DE PROPOLIS VERMELHA E
VERDE E DA NANOPARTICULA DE PRATA SOBRE ENTEROCOCCUS
FAECALIS™". Nesta pesquisa pretendemos avaliar a resisténcia e/ou susceptibilidade das
espécies clinicas de Enterococcus faecalis, coletados dos canais radiculares, diante aos
diferentes tipos de prépolis, bem como a Nanoparticula de Prata (NpAg). O tratamento das de
infecgBes dos canais dentarios sdo desafiantes devido a altas taxas de retorno. Devido ao
potencial das NpAg e dos extratos de Propolis, novos estudos sobre a eficacia desses compostos
nos tratamentos endodonticos sdo necessarios, principalmente frente a microrganismos como o
Enterococcus faecalis. Para esta pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: Sera
realizado o tratamento de canal dentario de acordo com o protocolo do departamento de
Endodontia da Universidade Federal da Bahia, onde sera realizada a abertura do dente e as
amostras serdo coletadas do canal radicular através de um cone de papel estéril para

identificacdo dos microrganismos presentes no interior dos canais radiculares.

Os desconfortos fisicos esperados fazem parte do tratamento endodoéntico, podendo apresentar
dor durante o tratamento assim como inflamac&o apds tratamento, que poderdo ser minimizados
através de medicacOes prescritas pelo pesquisador e/ou de solugbes caseiras como infusoes.
Além disso, o tratamento endod6ntico pode apresentar intercorréncias como a quebra do dente
(podendo ser reconstruido com materiais dentarios), perfuracdo do canal (o pesquisador vedara
a perfuracdo com cimentos dentarios), fratura de instrumentos (sera analisada a viabilidade da
retirada do fragmento no ato da consulta ou em momento futuro), extravasamento de material

obturador. Para evitar quaisquer intercorréncias, o procedimento serd realizado seguindo
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critérios de biosseguranca e protocolos da clinica endodéntica. Caso ocorre alguma
intercorréncia durante o procedimento o(a) Sr.(a) tera toda assisténcia integral e imediata de

forma gratuita e o(a) Sr.(a) poderd, a qualquer momento, se retirar da pesquisa.

O risco inerente & manutencéo de sigilo e confidencialidade durante a coleta e uso de dado sera
minimizado utilizando ndmeros para identificacdo de cada amostra, evitando exposicdo do
nome do Sr.(a) e sO tera acesso a estes dados a equipe de pesquisa. Além do mais, todos 0s
profissionais seguem um cddigo de ética profissional e assinaram termos de compromisso e de

confidencialidade.

O principal beneficio desta pesquisa é a contribuicdo de um trabalho cientifico que podera trazer
beneficios para a saude bucal, para a Odontologia e para a sociedade através de uma nova
solucdo para tratamentos endoddnticos com o uso de do Extrato de Propolis e da Nanoparticula
de Prata.

Para participar deste estudo o(a) Sr.(a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira, visto que ja recebera o tratamento endodoéntico na Instituicao.

Caso o(a) Sr.(a) venha a sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participacéo na pesquisa
o(a) Sr.(a) tem direito a indenizacao.

O Sr.(a) terad o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar nao
acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que € atendido pelo(a)
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA.

Caso o (a) Sr.(a) tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento ou ainda deseje
retirar-se da pesquisa, por favor, entre em contato com os pesquisadores abaixo a qualquer

tempo.

Pesquisador  Responsavel - Maiana M? Rios Siqueira Mattos, tel:
(71)991336175/991973737.

Também em caso de duvida, o(a) Senhor(a) podera entrar em contato com o Comité de Etica
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em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
(CEP/ICS/UFBA). O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) busca defender os interesses dos
participantes de pesquisa. O CEP é responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos
éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. O Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA) esta
localizado na Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto de Ciéncias da Salude — 4° andar,
Vale do Canela. Horario de funcionamento: De Segunda-feira a Sexta-feira das 7h as 13h.
Telefone: (71) 3283-8951. E-mail: cepics@ufba.br.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados pelo Pesquisador Responsavel através de
comunicacdo direta com o(a) Senhor(a) informando todos os dados pertinentes a pesquisa,
assim como para com as instituicdes integrantes. Além disso, estardo a sua disposi¢do quando
finalizada e devidamente publicada, sendo disponivel da melhor forma de sua conveniéncia.
Seu nome ou o0 material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permiss&o.
O(a) Sr.(a) ndo sera identificado em nenhuma publicacdo, sendo as amostras coletadas
identificadas por numeracdo. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias
originais, rubricadas em todas as suas paginas, as quais serdo assinadas, ao seu término, pelo(a)
Sr.(a) ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel. Uma das vias
deste termo sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA e a outra sera fornecida ao(a) Sr.(a). Os
dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel
por um periodo de cinco (5) anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo
a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informac6es somente para

os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de

Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa
"AVALIACAO DA ATIVIDADE DE EXTRATOS SUPERCRITICOS DE PROPOLIS
VERMELHA E VERDE E DA NANOPARTICULA DE PRATA SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS™, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas.

Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha deciséo de

participar, se assim o desejar. Declaro que concordo em participar. Recebi uma via deste termo

de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
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duvidas.
Salvador, de de 20
Nome  completo (participante) Data
Nome completo (pesquisador responsavel) Data

Em caso de haver desisténcia em permanecer na pesquisa, autorizo que os meus dados ja
coletados referentes aos resultados de exames, questionarios respondidos e similares ainda
sejam utilizados na pesquisa, com 0s mesmos propdsitos ja apresentados neste TCLE.

( )SIM ( )NAO

Nome completo (participante) Data



ANEXO — Parecer do Comite de Etica



















