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RESUMO

Em casos de necrose pulpar, a medicagdo intracanal é fundamental no sucesso do tratamento
endoddntico. Atualmente vém sendo sugeridas alteracdes na pasta de Hidroxido de Calcio
(CHP), de modo a otimizar sua acdo antisséptica, bem como novas alternativas de medicacéo
intracanal. A N-Acetilcisteina (NAC) é um farmaco capaz de agir sobre muco que tem mostrado
resultados antimicrobianos favoraveis sobre biofilme. J4 o Cloridrato de Ambroxol (AMB),
também é um mucolitico, porém nao possui estudos em odontologia, sendo bastante utilizado na
pneumologia. Logo, este trabalho teve por objetivo avaliar a acdo antimicrobiana sobre
biofilme, das pastas: CHP + Propilenoglicol, NAC + Propilenoglicol, AMB + Propilenoglicol.
Sobre 20 blocos de dentina bovina sera induzida a formagdo de biofilme in vitro de
Enterococcus faecalis. Ap0s a maturacao deste, as amostras foram tratadas com as pastas por 7
dias e, em seguida, coradas para avaliagdo em microscopia confocal e a porcentagem de células
vivas mensurada pelo software biolmage. A CHP nao apresentou diferenca estatistica (p<0,05)
com o grupo controle (sem tratamento), ja as pastas experimentais mostraram resultados
favoraveis sobre o biofilme, com destaque para o AMB que apresentou a menor taxa de
bactérias viaveis entre todos os grupos testados. Conclui-se entdo que novas alternativas de
medicacdo devem ser estudadas, a fim de buscar o éxito do tratamento e, neste cenario o
Cloridrato de Ambroxol pode ter notoriedade, devido sua acdo sobre a camada de

exopolissacarideos e atividade antimicrobiana sobre biofilme.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, biofilme, Hidréxido de Calcio, Cloridrato de

Ambroxol, N-Acetilcisteina.
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ABSTRACT

In cases of pulp necrosis, intracanal medication is essential for the success of endodontic
treatment. Currently, changes in the Calcium Hydroxide (CHP) paste have been suggested in
order to optimize its antiseptic action, as well as new alternatives for intracanal medication. N-
Acetylcysteine (NAC) is a drug capable of acting on mucus that has shown favorable
antimicrobial results on biofilm. Ambroxol Hydrochloride (AMB), is also a mucolytic agent,
however it does not have studies in dentistry, being widely used in pneumology. Therefore, this
work aimed to evaluate the antimicrobial action on biofilm, from pastes: CHP + Propylene
glycol, NAC + Propylene glycol, AMB + Propylene glycol. About 20 blocks of bovine dentin
will be contaminated with biofilm in vitro of Enterococcus faecalis. After maturation, the
samples were treated with pastes for 7 days and then stained for evaluation by confocal
microscopy and the percentage of live cells measured by the biolmage software. The CHP did
not show statistical difference (p <0.05) with the control group (without treatment), whereas the
experimental pastes showed favorable results on the biofilm, with emphasis on the AMB which
presented the lowest rate of viable bacteria among all groups tested. It is concluded that new
medication alternatives should be studied in order to seek treatment success and, in this
scenario, Ambroxol Hydrochloride may have notoriety, due to its action on the

exopolysaccharide layer and antimicrobial activity on biofilm.

Keywords: Enterococcus faecalis, biofilm, Calcium Hydroxide, Ambroxol Hydrochloride, N-

Acetylcysteine.
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1. INTRODUCAO

O combate a infeccdo endoddntica € um desafio na clinica, devido ao alto nimero de
patdégenos no interior do sistema de canais radiculares, mesmo apds a conclusdo do preparo
biomecanico (Vera et al. 2012).

O uso da medicacdo intracanal entre sessGes é capaz de otimizar a taxa de sucesso da
terapia endodontica, especialmente a pasta de Hidréxido de Célcio. (Zancan et al. 2016, Zancan
et al. 2019). Entretanto, devido a um mecanismo de membrana, conhecido como “bomba de
protons”, alguns patdégenos como o Enterococcus faecalis sdo capazaes de resistir a esta
substancia (Evans et al. 2002; Nakajo et al. 2006; Chavez de Paz et al. 2007).

Visando a antissepsia do sistema de canais radiculares e buscando uma a¢ado mais direta
sobre a estrutura do biofilme bacteriano, a N-Acetilcisteina, um agente mucolitico, tem
mostrado resultados promissores, inclusive como ja relatado previamente, sobre o E. Faecalis
(Quah et al. 2012; Ulusoy et al. 2016; Choi et al. 2018).

Uma outra substancia semelhante é o Cloridrato de Ambroxol, utilizado na medicina
pulmonar para a desagregacéo e dissolucdo de muco (Cataldi et al. 2014). Este farmaco tem a
capacidade de agir em diferentes estagios da formacdo do muco, podendo ajudar a chegar nas
células bacterianas (Hull et al. 2018).

Considerando o que foi comentado anteriormente a respeito da resisténcia do E. Faecalis
quando exposto ao Hidréxido de Calcio, este trabalho teve por objetivo avaliar a acéo

antimicrobiana de pastas a base de Cloridrato de Ambroxol e N-Acetilcisteina.



2. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana das pastas de Cloridrato de
Ambroxol e N-Acetilcisteina, comparadas a pasta de Hidroxido de Caélcio sobre biofilme in
vitro de Enterococcus faecalis.



3. MATERIAL E METODOS

* Preparo das pastas
As pastas de N-Acetilcisteina/ Propilenoglicol, Cloridrato de Ambroxol/
Propilenoglicol, Hidroxido de Calcio/ Propilenoglicol foram preparadas na
concentracdo de 1g/ 1mL, com a ajuda de uma balanca digital e uma pipeta

volumétrica.

+ Teste antimicrobiano
Dos tercos cervical e médio de incisivos bovinos foram obtidos discos de dentina
bovina que foram regularizados, polidos e esterelizados a 121 °C.
A cepa ATCC 4083 do Enterococcus faecalis foi reativada e a densidade celular
ajustada de acordo com a escala de McFarland 0.5. Feito isso, os discos de dentina
foram contaminados e alocados em placa de 24 pocos (1 disco de dentina + 100 uL
de E. Faecalis + 1900 puL de BHI) e mantidos em estufa a 37 °C durante 21 dias
(Guerreiro-Tanomaru et al. 2013).
Apos a maturacdo do biofilme, os espécimes foram colocados em placas de Petri
para 0 teste de contato direto com as pastas, onde permaneceram por 7 dias,
diretamente sobre a superficie dentinaria, encubados em estufa a 37° C.
Todos os procedimentos foram conduzidos no interior de uma camara de fluxo

laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil).

« Andlise da capacidade antimicrobiana
Os discos foram lavados com PBS abundantemente a fim de remover excessos de
pasta e ceélulas desagregadas, em seguida, o corante SYTO8 foi aplicado sobre as
superficies onde permaneceu por 10 minutos e entdo levados para analise em
microscopio confocal de varredura a laser. Por essa coloragdo, células coradas em
verde apresentam-se viaveis, jA as coradas em amarelo, laranja ou vermelho,

tiveram sua membrana afetada.

 Analise estatistica
Todos os dados obtidos, foram analisados primeiramente quanto a normalidade
através do teste de Shapiro-Wilks, sendo observada distribuicdo ndo normal. O teste
de Kruskal-Wallis ndo paramétrico foi aplicado para comparacdo geral, seguido
pelo teste de Dunn. Foi adotado 5% de significancia.



4. RESULTADOS
A tabela 1 apresenta os valores da madiana, minimo e maximo da porcentagem de

células vivas no biofilme. Ambas as pastas experimentais, mostraram diferenca estatistica
com o grupo controle (P<0.05), sendo os melhores resultados da pasta AMB; o grupo CHP

ndo apresentou diferenca estatistica com o grupo controle (P>0.05).



5. DISCUSSAO

O uso do Hidroxido de Calcio em endodontia, tem sido estabelecido por décadas, devido
a sua acao bioldgica (Siqueira Jr et al.1999; Peters et al. 2005), entretanto sua dificuldade em
adentrar os tubulos dentinérios pode afetar sua agdo antimicrobiana, principalmente quando
somados a certos fatores de resisténcia bacteriana (Wang et al. 1988; Nerwich et al. 1993;
Zancan et al. 2016). Tal fato € confirmado neste trabalho, onde o CHP ndo mostrou
diferenca estatistica com o grupo sem tratamento , possivelmente devido a mecanismos que
patégenos como o E. Faecalis apresentam quando submetidos ao estresse, principalmente a
bomba de prétons em sua membrana, que através do transporte de ions, impede que 0 meio
se alcalinize pela acdo do CHP, mantendo a homeostase bacteriana e diminuindo
consideravelmente a capacidade antisseptica da pasta (Zancan et al. 2016; Estrela et al.
2005).

Devido aos fatores citados anteriormente, substancias capazes de reduzir a eficacia da
membrana celular, e promover uma acdo mais direta sobre a célula bacteriana, devem ser
estudadas, logo neste trabalho, observou-se interacfes interessantes de substancias
mucoliticas sobre o biofilme.

A N-Acetilcisteina, um farmaco capaz de reduzir a agregacao bacteriana (Riise et al.
2000; Costa et al. 2017) tem mostrado resultados interessantes quanto a sua capacidade
antimicrobiana, incluindo contra o E. Faecalis (Evans et al. 2002; Siqueira et al. 2010; Quah
et al. 2012), porém ndo havia estudos prévios a este, quanto seu uso como pasta aplicado
como medicacdo intracanal. Na mesma categoria de farmacos que o supracitado, o
Cloridrato de Ambroxol, usado comumente na medicina pulmonar (Cataldi et al. 2014;
Jhajharia et al. 2015; Moon et al. 2016) nunca havia sido usado em odontologia, porém suas
propriedades monstraram resultados favoraveis.

Neste presente estudo, as pastas experimentais AMB e NAC mostraram resultados
favoraveis sobre o biofilme bacteriano, com diferenca estatistica em relacdo ao CHP, porém
sem diferencas significantes entre si. Contudo o grupo tratado com o Cloridrato de
Ambroxol apresentou os menorres valores de células vidveis, comprovando sua acao anti
biofilme (Toker et al. 2009; Jhajharia et al. 2015). O Ambroxol € capaz de agir em diferentes
etapas da formacéo do biofilme, o que favorece sua ac¢do (Jhajharia et al. 2015). De acordo
com o que foi observado, pode-se constatar também que houve crescimento bacteriano
mesmo quando em contato com o Hidroxido de Calcio, confirmando a resisténcia do E.
Faecalis ao meio alcalino (Holland et al. 2017), principalmente quando nesta forma
organizada em biofilme que favorece sua aderéncia (Nakajo et al. 2006; Cheng et al. 2015).

Considerando a metodologia aplicada, é possivel afirmar que o uso do Cloridrato de
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Ambroxol e da N-Acetilcisteina como medicacdo intracanal mostraram resultados

promissores sobre o biofilme de E. Faecalis, com destaque para o Cloridrato de ambroxol. O
uso de substancias mucoliticas pode ser uma alternativa a complementar a etapa de
desinfeccdo durante o tratamento endodontico.
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6. CONCLUSAO

As pastas experimentais a base de Cloridrato de Ambroxol e N-Acetilcisteina
apresentaram efetividade antimicrobiana sobre o biofilme de Enterococcus faecalis, sendo o
Ambroxol mais eficiente. O uso destes farmacos deve ser estudado mais a fundo, para entéo,
poderem ser sugeridos na pratica endodéntica.
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7. TABELA

Tabela 1 — Valores de mediana, minimo e maximo do percentual de células bacterianas viaveis
apos 7 dias de contato com as pastas

CHP AMB NAC Controle
% Células 81,79% 20,05° 59,74 ® 93,31°¢
viaveis (23,33 —99,42) (0 —94,35) (2,76 — 98,19) (76,53 — 99,87)

Diferentes letras mintsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica significante (P<0.05)
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8. FIGURA

Figura 1 — Imagens de microscopia confocal de varredura a laser dos grupos testados. A — N-
Acetilcisteina; B- Cloridrato de Ambroxol, C- Hidroxido de Célcio; D- Controle



