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RESUMO

Microrganismos organizados em biofilmes podem ser cerca de mil vezes mais resistentes contra
agentes antibacterianos. A lisozima possui grande potencial para ser utilizada na Odontologia, visto
suas propriedades anti-inflamatorias, antivirais, antissépticas, anti-histaminicas e antineoplasicas. Este
trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o potencial antimicrobiano da lisozima em um modelo de
biofilme endoddntico multiespécie de dez espécies. Foram utilizados 36 blocos de dentina bovina. O
biofilme endodontico composto por Actinomyces oris, Enterococcus faecalis, Fusobacterium
nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Selenomonas
sputigena, Streptococcus oralis, Tannerella forsythia e Veillonella dispar, foi formado nos espécimes
inseridos em placas de 24 pogos. Apos a incubacdo do biofilme por 21 dias, os espécimes foram
divididos em 4 grupos (n=9): Controle, pH Alcalino (pH da solugdo = 12,5), Lisozima, pH Alcalino +
Lisozima. Apds, as respectivas solucdes de cada grupo foram depositadas no interior dos pogos sob os
espécimes de dentina com biofilmes e incubadas por 24 horas em anaerobiose a 37°C. O plaqueamento
das diluicdes 10 e 10 de cada espécime foi realizado. As placas foram incubadas durante 5 dias em
condi¢des anderobias a 37°C para contagem das Unidades Formadoras de Coldonias (UFC). Os dados
das contagens de UFC foram transformados em log, e as diferengas entre os grupos de tratamento
foram testadas pela ANOVA e teste de Tukey através do software IBM SPSS. O grupo Lisozima com
pH Alcalino apresentou diferenca estatistica ao ser comparado com todos os outros grupos: Controle
(p= 0,009), pH Alcalino (p=0,001) e Lisozima (p=0,002). Os demais grupos ndo apresentaram
diferenga estatistica. O grupo pH Alcalino + Lisozima apresentou maior potencial antimicrobiano em
relag@o ao biofilme (média do grupo = 5,4 logl0 UFC/mL). Concluimos que a lisozima demonstrou
eficicia antimicrobiana quando analisada in vitro em um modelo de biofilme endoddntico

multiespécie.

Palavras-chave: Biofilme; Atividade antimicrobiana; Lisozima.



ABSTRACT

Microorganisms organized in biofilms can be about a thousand times more resistant against
antibacterial agents. Lysozyme has great potential to be used as a substance, given its anti-
inflammatory, antiviral, antiseptic, antihistamine and antineoplastic properties. This work aims to
evaluate in vitro the antimicrobial potential of lysozyme in a multispecies endodontic biofilm model
of ten species. 36 blocks of bovine dentin were used. Afterwards, the endodontic biofilm composed of
Actinomyces oris, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Selenomonas sputigena, Streptococcus oralis,
Tannerella forsythia and Veillonella dispar, was formed in the specimens inserted in 24-well plates.
After incubating the biofilm for 21 days, the specimens were divided into 4 groups (n=9): Control,
Alkaline pH, Lysozyme, Alkaline pH + Lysozyme. Afterwards, the respective solutions of each group
were deposited inside the wells under the dentin specimens with biofilms and incubated for 24 hours
in anaerobiosis at 37°C. Plating of 10 and 107 dilutions of each specimen was performed. Plates were
incubated for 5 days in anaerobic conditions at 37°C for Colony Forming Units (UFC) counts. UFC
counts data were log-transformed, and differences between treatment groups were tested by ANOVA
and Tukey's test using IBM SPSS software. The Lysozyme with Alkaline pH group showed statistical
difference when compared with all other groups: Control (p= 0.009), Alkaline pH (p=0.001) and
Lysozyme (p=0.002). The other groups showed no statistical difference. The Alkaline pH + Lysozyme
group had the highest antimicrobial potential compared to the biofilm (group mean = 5.4 logl0
UFC/mL). Lysozyme demonstrated antimicrobial efficacy when analyzed in vitro in a multispecies

endodontic biofilm model.

Key-words: Biofilm; Antimicrobian activity; Lysozyme.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Biofilmes orais

As bactérias se organizam em estruturas complexas denominadas biofilmes. Os biofilmes sao
comunidades bacterianas inseridas em uma matriz de polissacarideos (Haapasalo; Udnaes; Endal,
2003) e que serve de barreira fisica contra agentes antimicrobianos (Svensater; Bergenholtz, 2004).
Essas comunidades podem se comunicar e agregar entre si, podendo compartilhar e capturar nutrientes,
trocar materiais genéticos, assim como se tornarem mais resistentes as respostas do hospedeiro

(Jhajharia et al., 2015; Neelakantan et al., 2017).

As bactérias inseridas no biofilme possuem capacidade de adaptagdo, promovendo alteragdes
genéticas e metabodlicas. Além disso, entre as bactérias, pode ocorrer o sinergismo, resisténcia a
antimicrobianos e competéncia para sobreviver em locais com baixa fonte de nutri¢dao (Siqueira Jr;

Rogas, 2008).

Os biofilmes podem ser monoespécie ou multiespécie. Biofilmes monoespécie possuem uma
unica bactéria, sendo assim, mais praticos de desenvolver e reproduzir, permitindo alta produtividade

experimental (Garg; Mala; Kamath, 2021).

Biofilmes multiespécie possuem diferentes bactérias (Neelakantan et al., 2017). Por essa razao,
sdo mais custosos e trabalhosos visto que exigem uma maior complexidade para se desenvolver e
reproduzir (Garg; Mala; Kamath, 2021). No entanto, por serem polimicrobianos se assemelham mais

com a realidade clinica (De Paz, 2012).

1.2 Infecgdes endodonticas

Bactérias e seus subprodutos sdo considerados os principais agentes etiologicos da periodontite
apical (Haapasalo; Udnaes; Endal, 2003). O objetivo do tratamento endoddntico ¢ a remogao dessa
infeccdo, prevenindo a reinfeccdo do sistema de canais radiculares (QDrstavik, 2003; Mounce, 2004;
Rodrigues et al., 2017).

As infecgdes endodonticas sdo de natureza polimicrobiana, sendo a variedade de

microorganismos e/ou suas interagdes importantes aspectos a serem considerados na patogénese da

13



doenga (Segura et al., 2018). A mesma combinagdo de espécies bacterianas, em concentragdes
semelhantes, gera respostas diferentes nos hospedeiros. Além disso, a resisténcia do hospedeiro ¢
fundamental na determinagdo da progressao da doenga (Siqueira Jr; Rdgas, 2008).

As infecgdes do canal radicular podem ser primérias ou secundarias. A infec¢do primdria ocorre
quando a infecc¢do ¢ decorrente da inflamacao pulpar e da infeccdo do canal radicular apos a invasao
dos microorganismos e de seus subprodutos. A infec¢do secundéria ocorre de maneira persistente,
recorrente, como uma reinfec¢do em dentes que foram previamente tratados no canal radicular
(Sjogren et al., 1997).

O controle da infec¢do do canal radicular é essencial para um bom resultado do tratamento
endodontico (Bystrom, 1986; Jorgen, 1996). As bactérias podem ficar em ramificagdes, istmos ou
outras irregularidades, permitindo escapar da acdo dos instrumentos e substancias (Nair et al., 2005).
A persisténcia dos microrganismos e a reinfeccdo sdo as principais causas de falha no tratamento
endodontico (Ricucci et al., 2009; Vieira et al., 2012; Alves, et al., 2016; Abusrewill et al., 2020).

A esterilizagdo do sistema de canais radiculares ¢ praticamente impossivel de ser alcangada
com o preparo quimico mecanico, por isso, a redugdo da carga bacteriana intrarradicular com niveis
compativeis com a cicatrizacdo deve ser o principal objetivo microbioldgico do tratamento
endodontico (Siqueira Jr; Rocas, 2008). O tratamento endododntico consiste na eliminagdo da
inflamac¢do/infeccao, através da limpeza mecanica realizada com os instrumentos, em combinagdo com
o uso das solugdes irrigantes com propriedades desinfetantes. Além disso, a utilizagdo de uma
medica¢do intracanal no sistema de canais radiculares pode ser considerada uma forma complementar

de desinfecc¢do (Sjogren et al. 1991; Athanassiadis et al. 2007; Swimberghe et al., 2019).

1.3 Biofilmes endoddnticos

Nas infec¢des endodonticas, o biofilme est4 presente nas paredes do canal radicular, incluindo
suas ramificacoes e extensoes (Swimberghe et al., 2019). Os microrganismos formam biofilmes bem
aderidos em areas distantes dos canais principais, como deltas apicais, istmos e canais laterais. Por
conta dessa complexidade anatomica, muitas vezes, essas regioes sdo impossiveis de serem alcancadas
com os instrumentos endoddnticos e as bactérias ficam longe do alcance das células do sistema
imunologico assim como da agdo de antibidticos administrados de forma sistémica (Haapasalo et al.,
2007; Siqueira Jr; Rogas, 2008). A instrumentagdo por si s6 nao ¢ capaz de remover de forma efetiva

todo o biofilme intra-radicular, em consequéncia da anatomia do sistema de canais radiculares, parte
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do canal ndo ¢ alcancada durante a instrumentacao (Peters et al., 2000; Jhajharia et al., 2015; Pereira
et al., 2017). Em seu estudo, Peters e Schonenberger (2001) constataram que apos a instrumentacao,
em média 35 a 53% das paredes dos canais permaneciam intocadas.

A composicao do biofilme endodontico varia de individuo para individuo (Siqueira Jr; Rocas,
2008). Ricucci & Siqueira Jr (2010) em um estudo clinico, analisaram 106 amostras de dentes com
periodontite apical. Eles concluiram que a estrutura morfologica do biofilme das infecc¢des

endododnticas ndo possui nenhum padrao, uma vez que sua composi¢ao variou de amostra para amostra.

Assim como na natureza, na cavidade oral, os biofilmes de espécies mistas sdo
predominantemente encontrados visto que mais de 700 espécies coabitam neste espaco (Ricucci &

Siqueira Jr, 2010).

Por isso, 0 manejo das infeccdes endoddnticas deve ser baseado na erradicagdo ndo especifica
de microrganismos endodonticos através de substancias com capacidade antimicrobiana de amplo
espectro e sem especificidade, a fim de atingir o maior nimero de bactérias possiveis (Segura ef al.,
2018). A redugdo bacteriana pode ser correlacionada com a cicatrizagdo da periodontite apical
(Bystrom, 1986; Jorgen, 1996; Siqueira Jr; Rogas, 2008).

Bactérias organizadas em biofilmes podem ser cerca de 1000 vezes mais resistentes a agentes
antibacterianos (Roy et al., 2018). A desinfec¢ao do biofilme presente no sistema de canais radiculares

¢ um desafio para os endodontistas, visto que, por ser multiespécie, ¢ mais resistente a agentes

antimicrobianos quando comparado a bactérias encontradas em forma isolada (Al-Ahmad et al., 2014).

A infec¢do do canal radicular ¢ um processo dindmico, devido as alteragdes das condicdes
ambientais como a presenca do oxigénio e a disponibilidade de nutrientes, alterando as caracteristicas

do biofilme (Fabricius ef al. 1982; Neelakantan et al., 2017; Swimberghe et al., 2019).

Fabricious ef al. (1982) avaliaram a presen¢a de diferentes espécies bacterianas em amostras
de canais radiculares de macacos em diferentes partes do sistema de canais radiculares, e em diferentes
periodos de tempo. Com o tempo, o nimero de bactérias anaerdbias aumentou de forma significativa,
ultrapassando a quantidade de bactérias facultativas apds 90 dias. Apos 90 ou 180 dias de infeccao,

85-98% das bactérias presentes no ter¢o apical do canal radicular infectado eram anaerobias.

Durante a fase inicial do processo infeccioso, bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas

podem ser encontradas nos canais radiculares ricos em oxigénio (Winkler, Van Amerongen, 1959;
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Antunes et al., 2015). Com a necrose, ha perda da circulagdo sanguinea e privagao de oxigénio devido
ao consumo do mesmo pelos colonizadores primarios. Por isso, prevalecem os microrganismos
anaerobios (Fabricius et al. 1982). Para Siqueira Jr (2005b) os microrganismos da regido apical de
polpas necroticas geralmente sdo, em sua maioria, anaerobios, sendo que o tempo de infeccao pode
influenciar tal predominancia. Conforme a progressdo da doenga, a ecologia do interior do canal

radicular vai alterando (Neelakantan et al., 2017).

Os canais radiculares primarios infectados sdo canais nao tratados com a presenga bacteriana
prejudicando sua fungdo. O perfil microbiano das infec¢des primdrias varia de 10-30 espécies por
canal. As espécies presentes na regido apical podem desenvolver um papel importante na patogénese

da periodontite apical (Gomes; Herrera, 2018).

As espécies mais encontradas nas infec¢des primarias sdao: Fusobacterium, Porphyromonas,
Prevotella, Parvimonas, Tannerella, Treponema, Dialister Filifactor, Actinomyces, Olsenellae
Pseudoramibacter. Alguns estreptococos facultativos ou microaerdfilos também sdo comumente
encontrados nesses casos (Siqueira Jr; Rocas, 2005; Siqueira Jr; Rogas, 2009). Porphyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Treponema, Camphylobacter, Eubacterium e Peptosreptococcus também

sdo0 espécies bacterianas comumente encontradas em infec¢des primarias (Neelakantan ez al., 2017).

Em canais infectados por infec¢des persistentes/secundarias, advindos da falha do tratamento
endoddntico, os microrganismos encontrados sdo compostos por um grupo mais restrito de espécies.
Canais aparentemente bem tratados tém sido relacionados com menos de cinco espécies. Nos casos de
obturacdo insatisfatoria, podem abrigar de 10-30 espécies, numero semelhante ao das infecg¢des
primarias (Siqueira Jr; Rdgas, 2005). As bactérias anaerdbicas facultativas e Gram-positivas

predominam em canais com infecgdes secundarias (Pinheiro ef al.,2003; Gomes; Herrera, 2018).

Gomes et al. (2008) avaliaram as bactérias presentes em dentes com infec¢des secundarias e
presenca de lesdo periapical. A espécie comumente encontrada foi a Enterococcus faecalis, seguida
por Peptrostreptococcus micros, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella

intermedia, Prevotella niegrescens, Filifactor alocis, Treponema denticola, e Tannerella forsythia.

Em outro estudo, Parvimonas micra foi a espécie mais prevalente em casos de lesdo periapical

causada pela presenca de infeccdo, seguida por E. faecalis, Fusobacterium nucleatum e
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Porphyromonas endodontalis (Bronzato et al., 2021).

Um estudo buscou avaliar a frequéncia da F. nucleatum em infecgdes primarias e secundarias,

sendo esta mais encontrada em infecgdes primarias do que em secundarias/recorrentes (Gomes et al.,

2021).

Para Molander et al. (1998) as bactérias anaerdbicas facultativas, principalmente as Gram-
positivas, podem sobreviver em fase quiescente com atividade metabolica reduzida por algum tempo,
onde fatores como a infiltracao coronal durante ou apds o tratamento do canal radicular poderia alterar

as condigdes nutricionais, contribuindo para o crescimento bacteriano.

O lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina, encontrado na parede celular das bactérias Gram-
negativas, ¢ secretado em vesiculas por organismos em crescimento ou até mesmo na desintegracao
celular, ap6s sua morte. Na infecgdo periapical, o LPS € um dos fatores de viruléncia mais importantes
envolvidos no desenvolvimento da inflamagao periapical e destrui¢ao 6ssea, pois realiza a ativagao da
cascata da inflamacao, liberando uma série de mediadores pro-inflamatorios (Dauphinee & Karsan
2006, To et al., 2015; Marinho et al., 2018; Gomes; Herrera, 2018). Em um estudo clinico, a aplicagdo
da medicagdo intracanal de gel de clorexidina associada com o hidroxido de calcio por 14 dias
neutralizou a maioria das endotoxinas que permaneceram nos canais apds o preparo quimico-mecanico
(De Oliveira et al., 2012).

Nas bactérias Gram-positivas, o principal componente da parede celular dessas bactérias € o
acido lipoteicoico (LTA). O LTA possui propriedades adesivas, pois liga-se na hidroxiapatita através
da sua porcdo lipidica, e estimulam leucocitos, monocitos e macrofagos a liberarem mediadores
inflamatorios (Ginsburg, 2002; Zhao et al., 2014). Geralmente, o LTA est4 associado a resisténcia
bacteriana aos agentes antimicrobianos (Gomes; Herrera, 2018).

O LPS e o LTA sao fatores de viruléncia bacteriana presentes nos componentes estruturais e
produtos advindos do metabolismo bacteriano. Ambos ferem os tecidos indiretamente pela ativagao
de uma resposta imune semelhante, que resulta em inflamagao (Fouad, 2009). Alguns estudos mostram
que LPS e LTA residuais foram encontrados em todos os canais radiculares com infecgdes
endododnticas primarias e secundérias apos o preparo quimico mecanico (Endo ef al., 2012; Aveiro et

al., 2020; Bronzato et al., 2021).
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Widmer et al. (2018) demonstraram que a polpa de dentes saudaveis também possui DNA
bacteriano detectavel. Em baixas concentragdes, tanto o LPS como o LTA estimulam a resposta inata
do sistema de defesa do hospedeiro; em niveis mais elevados, sdo relacionados a dor de origem pulpar

e a inflamagao perirradicular (Martinho; Gomes, 2008; Fouad, 2009).

As bactérias precisam alcangar um quérum de células suficientes para serem patogé€nicas. Apos
o alcance da carga bacteriana necessaria, a doenca infecciosa inicia. O tratamento deve consistir na
reducdo das células bacterianas abaixo do limiar patogénico, caso contrario, a doenga persiste. O
sucesso do tratamento consiste na reducdo das bactérias em niveis compativeis com a cicatrizagao

(Siqueira Jr; Rogas, 2008).

O terco apical do canal radicular pode ser considerado um territorio critico, para formagao de
biofilme, uma vez que para as bactérias patogé€nicas a proximidade com os tecidos perirradiculares
facilita a obtengao de nutrientes, assim como a indu¢ao de danos. Para o hospedeiro, € critico, pois as
células de defesa devem se concentrar nessa regido para isolar os microrganismos como tentativa de
impossibilitar a propagacao de infeccdo. O resultado do tratamento depende do quao eficaz o clinico
sera na redugdo da infec¢do e na formagdo de um ambiente propicio que vede o sistema de canais

radiculares de fluidos e bactérias favorecendo o reparo (Siqueira Jr, 2004).

Na maioria dos casos com periodontite apical, o tratamento endoddntico resulta na resolugdo
da lesdo apical. Segundo uma revisdo sistematica, em média, um em cada cinco dentes com infec¢do
primaria do canal radicular e periodontite apical ndo se cura (Ng et al, 2008). O resultado do
tratamento endodontico depende do controle do biofilme intra-radicular através de uma instrumentagao

eficaz e da desinfeccdo através de irrigantes e medicamentos (Peters et al., 2000; Parolia ef al., 2020).

1.4 Modelos de Biofilmes endodonticos in vitro

Na Endodontia, os biofilmes sdo cultivados a fim de reunir informa¢des das relacdes
microbianas ou até mesmo dos microrganismos e das células de defesa do hospedeiro (Peters et al,
2011). Com o intuito de simular a realidade, muitos estudos de modelo de biofilme in vitro estdo sendo

utilizados em experimentos bacterianos na Endodontia (Garg; Mala; Kamath, 2021).

Estudos para a avaliacao da eficiéncia de materiais, procedimentos de irrigagao e medicamentos
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intracanais sao realizados em modelos de biofilme in vitro (Peters et al, 2011). Biofilmes monoespécie
sdo mais praticos de desenvolver e reproduzir (Garg;, Mala; Kamath, 2021). Porém, biofilmes

multiespécie sao mais condizentes com a realidade clinica (De Paz, 2012).

Swimberghe et al. (2019) ao avaliar e comparar a suscetibilidade ao hipoclorito de sodio de
biofilmes monoespécie e multiespécie com diferentes tempos de maturagdo, constataram que
parametros como a idade do biofilme, composi¢do do biofilme e o substrato utilizado influenciaram

nos resultados obtidos.

Para Garg, Mala & Kamath (2021), ¢ um grande desafio desenvolver em laboratério as
caracteristicas de um biofilme que simule a realidade, porém nao ¢ impossivel. A realizagdo de novos
estudos e experimentos com foco em analisar os modelos de biofilme e a complexidade do biofilme
intracanal ¢ essencial, principalmente para que possamos reavaliar a erradicacdo das espécies assim

como investigar o efeito de novos agentes antibacterianos nos biofilmes (Lukic et al., 2020).

As complexas interagdes interespécies, assim como a composi¢ao do biofilme influenciam no

desenvolvimento de um biofilme misto (Lukic et al., 2020).

A bactéria comumente mais utilizada em estudos com modelos de biofilme do tipo endoddntico
¢ o E. faecalis (George; Kishen, 2007), que ¢ uma bactéria anaerobica facultativa, Gram-positiva, e
selecionada na maior parte dos estudos devido sua alta prevaléncia em casos de insucesso endodontico

(Rogas; Siqueira Jr, 2008).

Alguns estudos abordam que o E. faecalis possui capacidade de sobreviver em locais de baixa
nutri¢do dentro do sistema de canais radiculares, podendo apresentar resisténcia @ medicacao intracanal
€ ao preparo quimico mecanico, sobrevivendo como uma mono infec¢do no interior desses canais

(Sundqvist ef al., 1998; Dunavant et al., 2006; Fisher; Philips, 2009; Gomes; Herrera, 2018).

Segundo Prada et al. 2019, o E. faecalis € o principal microrganismo associado ao insucesso
endodontico, mas, outras bactérias como Fusobacterium nucleatum e Propionibacterium também tém

sido associadas em casos de infecgdes recorrentes.

Para Swimberghe et al. (2019), os modelos de biofilmes endoddonticos devem conter

comunidades mistas, incluindo bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, dado que cada terapia pode
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possuir um efeito diferente nesses tipos de bactérias. A mesma situagdo de combinacdo ¢ discutida em

relacdo a presencga de oxigénio, a fim de representar a maioria das infecgdes persistentes.

Outro fator a ser considerado ¢ a idade ou o estagio de maturacao do biofilme, visto que estudos
anteriores demonstram que biofilmes mais antigos costumam ser mais resistentes a substancias
antimicrobianas do que biofilmes jovens (Shen et al., 2011; Stojicic; Shen; Haapasalo, 2013; Yang et
al., 2016; Swimberghe et al., 2021; Meire; Van Der Waal, 2022). Stojicic, Shen e Haapasalo (2013)
avaliaram a sensibilidade das bactérias presentes em biofilmes de diferentes tempos de maturagao,
entre 2 e 3 semanas de maturagao as bactérias presentes nos biofilmes passaram a ser mais resistentes

aos agentes desinfetantes do que bactérias presentes em biofilmes jovens de 1 semana.

1.5 Substancias utilizadas como medicacao intracanal

O sucesso do tratamento endodontico depende de um conjunto de fatores, da desinfec¢do
quimico-mecénica do canal radicular, da remoc¢do dos microrganismos e do biofilme (Prada et al.,
2019). As bactérias podem penetrar profundamente os tibulos dentinarios em até¢ 300 um do canal
radicular ficando aderidas as fibras de coldgeno da dentina (Siqueira Jr; Rogas; Lopes, 2002). Além
disso, o sucesso endoddntico depende também de uma obturacdo adequada e de um bom selamento
definitivo (Tabassum; Khan, 2016).

Estudos salientam que mesmo apds a alta redugdo nos niveis bacterianos, muitos canais
permanecem infectados apds o preparo quimico-mecanico. Em razdo disso, abordagens
complementares sdo recomendadas para melhorar a desinfec¢do do canal radicular (Vianna et al,
2006; Siqueira Jr; Rocas, 2011; Rogas et al., 2016; Neves et al.,2016; ; Carvalho et al., 2020).

Quando o tratamento endoddntico ndo for capaz de eliminar totalmente a infec¢do, podemos
utilizar uma medicacao intracanal. Assim, para sobreviver, as bactérias precisam resistir ou fugir dos
procedimentos de desinfec¢ao intracanal realizados e se adaptar rapidamente ao novo ambiente. A
sobrevivéncia bacteriana e o resultado do tratamento dependem diretamente da capacidade de
adaptacao das espécies (Siqueira Jr; Rocas, 2008).

Através do conhecimento do microbioma do canal radicular, podemos ter um guia para tomada
de decisdo e estratégias personalizadas efetivas para essas infecgoes (Abusrewill et al., 2020).

Medicagdes intracanais biocompativeis com eficacia antimicrobiana podem reduzir ou
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erradicar as bactérias intracanais, aumentando de forma significativa o resultado do tratamento
endodontico e assim, favorecer o prognostico (Estrela et al., 2009; Kandawasmy et al., 2010). Para
Siqueira Jr e Rogas (2008), o uso de uma medicagdo no interior do canal radicular pode ser a solugao
para bactérias resistentes. O canal radicular pode ser considerado um reservatorio local, tendo como
objetivo a acdo sobre os tecidos endodonticos e periodontais (Lopes e Siqueira, 1999; Gomes ef al.,
2009). No entanto, formula¢des convencionais como gel, solu¢do e outras formas de medicamentos
intracanais sao inacessiveis as bactérias porque tém penetrabilidade limitada nos tibulos dentinarios
(Waltimo et al., 2007). Para Ordinola-Zapata e colaboradores (2022) o uso de medicacdes intracanais
¢ bastante discutido na Odontologia, visto que muitos estudos encontraram diferentes resultados ao

comparar o tratamento de multiplas consultas versus tratamento em sessdo unica.

O hidréxido de calcio ¢ a medicacdo intracanal mais utilizada, devido suas caracteristicas anti-
inflamatoérias e bactericidas, e também por possuir um pH alcalino que pode se difundir através dos
tubulos dentindrios, favorecendo o reparo e induzindo a calcificacdo dos tecidos perirradiculares
(Carrote, 2004; Kambale et al., 2014). O pH do hidréxido de calcio é 12,5 (Siqueira Jr; Lopes, 1999).
Os ions hidroxila geram radicais livres que sdo capazes de destruir componentes das membranas
celulares bacterianas, além de inibir a replicagdo do DNA e a atividade celular ao reagir com o0 DNA
bacteriano (Ordinola-Zapata et al., 2022). As limitagdes do hidréxido de calcio tém estimulado
pesquisadores a buscar novas alternativas (Del Carpio-Perochena et al.,, 2017). A agdo tampao da
dentina, a hidroxiapatita, o exsudato inflamatdrio, restos de tecido pulpar necrético e as toxinas
bacterianas podem diminuir e até neutralizar a acdo antimicrobiana do hidroxido de célcio (Siqueira

Jr; Lopes, 1999; Mohammadi; Dummer, 2011).

No estudo de Ordinola-Zapata et al. (2013) o hidroxido de calcio ndo apresentou eficacia na reducao
bacteriana. O hidroxido de célcio possui um espectro antimicrobiano limitado, possuindo acdo apenas
em algumas bactérias da microbiota das infec¢des endodonticas (Fava; Saunders, 1999; Siqueira Jr;
Lopes, 1999; Sathorn; Parashos; Messer, 2007). Em biofilmes polimicrobianos, o hidroxido de célcio

apresenta apenas a¢ao bacteriostatica (Del Carpio-Perochena et al., 2017).

Um estudo recente avaliou a a¢do do hidroxido de calcio na estrutura de um biofilme in vitro de E.
faecalis, a medicacdo testada ndo apresentou acdo anti-biofilme. Além disso, foi constatado que o

hidroxido de célcio auxiliou na estrutura do biofilme (Momenijavid et al.,2022). Para Mohammadi e
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Dummer (2011) o hidroxido de célcio ¢ eficaz em condig¢des laboratoriais, porém ndo € tanto quanto

eficaz ao ser utilizado in vivo.

1.5.1 Medicagdes intracanais em biofilmes monoespécie

Alguns estudos desenvolveram biofilme monoespécie de E. faecalis para testar a
suscetibilidade a alguns medicamentos intracanais (Saber; EI-Hady, 2012; Lakhani et al., 2017). Saber
& El-Hady (2012) avaliaram in vitro o efeito antimicrobiano da amoxicilina + clavunalato,
ciprofloxacina, doxicilina e clindamicina em um biofilme maduro de E. faecalis dentro do sistema de
canais radiculares. O efeito antimicrobiano da amoxicilina + clavunulato, ciprofloxacina e
clindamicina foi significativamente melhor do que a doxiciclina.

No estudo de Lakhani et al. (2017), as amostras foram contaminadas com E. faecalis por 21
dias, e posteriormente divididas em 5 grupos: soro fisiologico (grupo controle), hidroxido de calcio,
clorexidina gel 2%, pasta antibidtica tripla (metronidazol, minociclina e ciprofloxacino) e
moxifloxacino. O gel de clorexidina 2% alcangou o melhor efeito antimicrobiano contra E. faecalis.
Na sequéncia, os melhores resultados apds a clorexidina foram obtidos pela pasta tripla antibiotica,
logo moxifloxacina, e por fim, hidroxido de calcio. Del Carpio-Perochena et al. (2017) avaliaram a
eficacia de nanoparticulas de quitosana e extrato de propolis associadas em uma pasta de hidréxido de
calcio em biofilmes mono e multiespécie.

Zancan et al. (2019) avaliaram a atividade de medica¢des intracanais em biofilmes
monoespécie de 21 dias de E. faecalis e Candida albicans em blocos de dentes bovinos. Hidroxido de
calcio, clorexidina, ciprofloxacina, metronidazol, cetoconazol, antibidtico duplo, antibidtico triplo,
ciprofloxacina + cetoconazol, ciprofloxacina + metronidazol + cetoconazol, e por fim, metronidazol +
cetoconazol foram testadas por sete dias e comparadas com um grupo controle. As pastas metronidazol
+ cetoconazol e ciprofloxacina + cetoconazol apresentaram eficacia para ambos os biofilmes. As pastas

de hidréxido de calcio e clorexidina nao foram eficazes para todos os biofilmes.

Um estudo avaliou a acdo de uma mistura de trés antibidticos (ciprofloxacina, cefuroxima e
metronidazol) na superficie extrarradicular inoculada com F. nucleatum por 8§ dias. Os grupos testados
foram: grupo controle com solug¢do salina estéril, propilenoglicol, ciprofloxacina, cefuroxima e
metronidazol e hidroxido de calcio. Apenas os dentes inoculados com a pasta de trés antibidticos, foi

capaz de penetrar através da dentina e inibir o crescimento do F. nucletaum (Zaruba et al., 2016).
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Kandaswamy et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana do gel de clorexidina 2%,
propolis, suco de morinda citrifolia, iodopovidona 2% e do hidroxido de célcio em dentina infectada
com E. faecalis por 21 dias. A clorexidina gel 2% foi a medicag@o que obteve os melhores resultados,

seguido pelos grupos iodopovidona 2%, propolis, suco de morinda citrifolia e hidroxido de célcio.

1.5.2 Medicagdes intracanais em biofilmes multiespécie

Recentemente, Del Carpio-Perochena et al. (2017) testaram a eficacia da acdo de
nanoparticulas de quitosana e do extrato etandlico de propolis associados ao hidroxido de calcio em
biofilmes mono e multiespécie. Parece que o hidroxido de célcio, quando associado as nanoparticulas
de quitosana tem sua eficacia aumentada em biofilmes multiespécie durante um periodo de 7 a 14 dias.

Outros autores testaram a a¢do do acido 2 hidroxi-isocaproico e da alfa mangostina em um
modelo de biofilme multiespécie de C. albicans, E. faecalis, L. rhamnosus e S. gordonii com
maturacdo de 21 dias. O 4cido 2 hidroxi-isocaproic e a alfa mangostina apresentaram atividade
antimicrobiana contra biofilmes bacterianos-fungicos multiespécie (Leelapornpisid ef al., 2021).

Para Neelakantan et al. (2017) faltam pesquisas de avaliagdo da capacidade das medicagdes
intracanais em penetrar na matriz extracelular dos biofilmes. Os autores também reforcam a
necessidade de uma melhor compreensao dos biofilmes.

Garg, Mala & Kamath (2021) e De Paz (2012) afirmam que biofilmes multiespécie simulam
melhor a realidade. No entanto, sdo mais caros e complexos para serem desenvolvidos (Garg; Mala;

Kamath, 2021).

1.6 Lisozima

A lisozima ¢ uma enzima encontrada em tecidos e fluidos do corpo humano. Ela contribui com
a resposta imunologica natural de combate as reagdes inflamatdrias e infecgdes (Freitas, 2010;
Kryzygciak et al., 2015; Lima, 2017; Vahdati, Tohidi Moghadam, 2020). Somado a isso, possui
propriedade antibacteriana presente na saliva humana, relacionada a capacidade de degradacao da
camada de mureina da parede celular bacteriana, podendo levar a lise bacteriana (Edgerton,

Koshlukolova, 2000).
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Desde que Fleming descobriu a lisozima em 1921, seu potencial antibacteriano tem sido
bastante utilizado na parte de preservagdo de alimentos, biomedicina, biomateriais e até mesmo em
racao animal (Fleming, 1922; Cegielska-Radziejewska et al., 2008; Oliver, Wells, 2015; Wu ef al,,
2019; Sarkar et al., 2020; Chen et al., 2022). A lisozima pode ser obtida através dos ovos de galinha,

lagrimas e outras secregdes (Purice et al., 2007).

Na saliva, contribui para prevencao de patologias como a candidiase oral, doengas periodontais
e carie dental (Kryzygciak et al., 2015; Seeba et al., 2017). A lisozima ¢ uma enzima com acao de
hidrolise nas ligagdes glicosidicas entre o acido N-acetilmurdmico e os residuos de N-acetil-
glicosamina encontrados na camada peptidica da parede celular bacteriana de bactérias Gram-positivas
(Chipman, Sharon, 1969; De Andrade et al., 2014; Krzygciak et al., 2015; Tongut-Altin et al., 2015;
Sebaa, 2017). Por conta disso, a lisozima apresenta propriedades bactericidas e bacteriostaticas,
principalmente contra bactérias Gram-positivas (Pellegrini ef al.,1997; Chen et al., 2022). A lisozima
¢ comumente utilizada em laboratorio em kits para extragdo de DNA bacteriano devido a sua
capacidade de romper ligacdes da parede celular bacteriana (Yuan et al., 2012).

Para Ferraboschi, Ciceri e Grisenti (2021) o efeito antimicrobiano da lisozima acontece
também em bactérias Gram-negativas, mas ¢ reduzido em consequéncia da presenca de uma camada
protetora de lipopolissacarideos na membrana externa. Um estudo recente sugeriu que a aplicagao
clinica da lisozima apresenta menor risco de resisténcia bacteriana (Ferraboschi, Ciceri, Grisenti,
2021).

Ao ser associada com o 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), a lisozima possui seu
espectro antimicrobiano ampliado, podendo agir em bactérias Gram-negativas (Padgett et al., 1998;
Branen; Davidson, 2004; Mecitoglu et al., 2006; Lima, 2017). Além disso, possui atividade de
quitinase, quebrando a ligacao glicosidica presente na parede de fungos (Ruas ef al., 2010).

Mecitoglu et al. (2006) avaliaram a acao da lisozima em embalagens antimicrobianas do ramo
alimenticio e sugeriram que quando associada com o EDTA, seu espectro foi aumentado, apresentando
acdo também contra Escherichia coli.

Alguns autores afirmam que caso a lisozima sofra desnaturacao, seja por meio de aquecimento
ou de mudanga do pH, a mesma pode atuar contra bactérias Gram-negativas (Ibrahim et al., 1996;
Masschlck et al, 2001; Ferraboshi, Ciceri, Grisenti, 2021). Em um estudo, a lisozima sofreu
desnaturagdo de 50% de sua estrutura ao ser submetida em um pH 9,6 (Ansari et al., 2010). Para Kumar

e colaboradores (2018) a total desnaturagdo da lisozima obtida da clara de ovo da galinha acontece em
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um pH maior que 12,9.

No estudo de Ibrahim e colaboradores (1996), a lisozima apresentou atividade bactericida
contra Gram-positivas e Gram-negativas apos ser desnaturada termicamente através do aumento da
temperatura para 80°C em pH 7,2. A lisozima apresenta acdo bactericida mesmo desnaturada,
independente da acdo enzimatica residual (Ibrahim et al., 1996; Ibrahim et al., 2002, Mine; Larau,
2004). Por essa razao, a agdo bactericida da lisozima também pode ser associada as suas propriedades
cationicas e hidrofobicas (Ibrahim et al., 2002).

Peptideos antimicrobianos isolados da lisozima de clara de ovo de galinha desnaturada
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Pellegrini
et al., 1997; Mine; Larau, 2004). Para Mine & Larau (2004) a lisozima obtida da da clara do ovo possui
sequéncias peptidicas capazes de induzir a inibi¢do bacteriana. Os peptideos antimicrobianos possuem
amplo espectro e auxiliam na ruptura da matriz do biofilme, aumentando a difusdo de antibioticos ¢ a
eficacia dos antibioticos devido uma maior difusdo das medicac¢des (Talapko et al., 2022; Pereira et
al., 2022). Sao oligopeptideos catidnicos de origem natural ou projetados através do uso da tecnologia,
seu uso apresenta seguranca, com baixa toxicidade e menor propensdo ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (Ordinola-Zapata ef al., 2022). Possuem a¢@o na permeabilidade da membrana
celular bacteriana, levando a alteracdo do potencial eletroquimico, danificando a membrana e
permitindo a entrada de moléculas maiores para destrui¢ao bacteriana, levando a morte celular (Lei et
al., 2019).

Estudos recentes testaram a ac¢do da lisozima em patdgenos da cavidade oral (Andrade et al.,
2014; Pinheiro ef al., 2015). Andrade et al. (2014) observaram em seu estudo que as concentracdes de
54,4mg/mL, 108 mg/mL e 217,6 mg/mL foram capazes de inibir o crescimento do S. mutans, ao
mesmo tempo que, em concentracdes mais baixas (27,2 mg/mL), apresentou eficicia para inibir o
crescimento do L. casei. A eficicia de uma mistura de lisozima, lactoferrina e lactoperoxidase
associada ao cimento de ionomero de vidro foi avaliada em um modelo de biofilme cariogénico. Os
resultados mostraram que essa associagdo amplifica a agdo antimicrobiana do cimento de iondmero de
vidro em relagdo a S. mutans (Pinheiro et al., 2015).

A lisozima ¢ uma potente moduladora da capacidade de formagao de biofilme de diferentes
espécies (Hukic et al., 2018). Os efeitos da lisozima em um biofilme de Candida albicans foram
diferentes conforme a alteragcdo na concentragao utilizada. Em concentrac¢des de lisozima, menores

de 30 pg/ml, a lisozima apresentou atividade anti-biofilme. No entanto, em concentra¢des acima de
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300 pg/ml houve acdo pro-biofilme, aumentado a adesdo (Seeba ef al., 2017). A acdo anti-biofilme
da lisozima 30 pg/ml foi testada em um biofilme de Pseudomonas aeruginosa, a enzima foi capaz de
inibir significativamente a formagao do biofilme (Eladawy et al., 2020).

Para Wu et al. (2016) a lisozima possui grande potencial para ser utilizada, visto suas

propriedades anti-inflamatdrias, antivirais, antissépticas, anti-histaminicas e antineoplasicas.
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2 JUSTIFICATIVA

Novas substancias com potencial antimicrobiano, tém sido investigadas para auxiliar no
processo de desinfeccao do sistema de canais radiculares durante o tratamento endodontico. A lisozima
tem sido investigada, principalmente por apresentar propriedades bactericidas e bacteriostaticas.
Porém, tais propriedades ainda ndo foram testadas sequer de forma isolada ou associada com uma

solucdo alcalina em um modelo de biofilme endoddntico multiespécie, justificando nossa pesquisa.
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3 OBJETIVOS E HIPOTESE NULA

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro, o potencial antimicrobiano da lisozima pura ou associada a um pH alcalino em um

modelo de biofilme endodontico multiespécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a a¢do antimicrobiana da lisozima associada ao pH alcalino no biofilme multiespécie;
- Avaliar se a associagdo da lisozima com pH alcalino potencializa a a¢do antimicrobiana,
diminuindo o nimero de microrganismos viaveis;

- ITlustrar a estrutura do biofilme apds a realizagdo dos tratamentos através da Microscopia
Confocal de Varredura a Laser;

- Avaliar se a lisozima pode ser uma alternativa para ser utilizada como substancia antimicrobiana

na terapia endodontica.

3.3 HIPOTESE NULA

A hipdtese nula testada foi de que a lisozima de forma isolada e sua associagdo com uma solucao

alcalina ndo apresentam agao antimicrobiana em um modelo de biofilme endoddntico multiespécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao da Amostra

Neste estudo experimental in vitro, foram utilizados 20 dentes bovinos obtidos através de
doagdo. Através do uso de uma maquina de corte de precisao Isomet 2000 (Buheler, Lake Forest, IL,
EUA) acoplada a um disco diamantado (South Bay Technology, San Clement, EUA) de 0,3mm de
espessura, com velocidade de 250 rpm sob refrigeragao constante, 36 blocos de dentina bovina foram
obtidos. Com o auxilio de uma maquina Politriz (EcoMet/Automet 2000 Buehler, IL, EUA) com
rotagdo 100 rpm, sob refrigeracdo, através do uso de lixas de granulagdo ordenado de 600, 400 e 220
os espécimes de dentina foram polidos e padronizados em uma dimensdo final de 9mm x 4mm x
0,5mm. Logo, os espécimes foram depositados em microtubos do tipo Eppendorf (Kasvi, Sao José dos
Pinhais — PR, Brasil) e ultrassonificados durante 10 minutos em cuba ultrassonica. Em seguida, a
esterilizacao dos espécimes foi realizada em autoclave a 121° C por 40 minutos. Todo o preparo dos
espécimes de dentina foi realizado no Laboratorio de Biomecanica e Materiais Dentarios da UFSC.

A saliva utilizada durante todo o experimento foi obtida dos pesquisadores responsaveis pelo
estudo. A saliva nao foi estimulada, sendo coletada com pelo menos 1,5 horas apos comer, beber ou
escovar os dentes. As coletas foram inicialmente armazenadas em tubos Falcon de pléstico estéreis de
50 mL (Kasvi, Sao Jos¢ dos Pinhais — PR, Brasil) e congeladas a -20°C. O processamento da saliva
total foi realizado no Laboratorio de Microbiologia Oral da Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sdo Paulo (USP). Inicialmente, a saliva foi centrifugada por 30 minutos, a 4°C, 27.000 x g. O
sobrenadante foi pasteurizado a 60°C por 30 minutos, e novamente centrifugado em Falcons estéreis.
O volume resultante da ultima centrifugacao foi armazenado a -20°C (Guggenheim et al., 2001). O
plaqueamento de amostras de saliva foi realizado em placas de agar sangue, incubadas por 72 horas a

37°C em anaerobiose, para avaliar a eficiéncia da pasteurizagao.

4.2 Formacao do Biofilme

As etapas a seguir, referentes a formacao e ao tratamento do biofilme, foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia Oral da Faculdade de Odontologia e no Laboratorio de Microbiologia
Oral do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) II da USP. O desenvolvimento do biofilme

multiespécie foi realizado através do estudo prévio de Pereira et al. (2022).
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Dez bactérias foram utilizadas: Actinomyces oris OMZ 745 (ATCC 27044), Enterococcus
faecalis OMZ 422 (ATCC 29212), Fusobacterium nucleatum OMZ 2598 (KP-F2), Parvimonas micra
OMZ 518 (ATCC 33270), Porphyromonas gingivalis OMZ 925 (ATCC 33277), Prevotella intermedia
OMZ 278 (ATCC 25611), Selenomonas sputigena OMZ 527 (ATCC 35185), Streptococcus oralis
OMZ 607 (SK 248), Tannerella forsythia OMZ 1132 (ATCC 43037) e Veillonella dispar OMZ 493
(ATCC 17748). De forma individualizada, as cepas que compdem o biofilme foram descongeladas e
cultivadas em anaerobiose a 37°C em placas de dgar Columbia com suplementa¢ao de 5% de sangue
de carneiro desfibrinado. A pureza das culturas foi confirmada através da morfologia das colonias,

coloracao de Gram e teste de catalase.

Logo, as cepas ainda individualizadas foram transferidas para o meio universal fluido
modificado (mFUM) que ¢ um meio a base de levedura e triptona, modificado pela suplementagdo de
tampao de Sorensen 67 mM com pH final 7,2 e concentragdo de carboidratos em mFUM de 0,3% (p /
v) de glicose. (Gmiir & Guggenheim, 1983). O mFUM contendo 1 mL de lactato de sédio 1g/10mL
foi utilizado para o cultivo da V. dispar. Para a P. gingivalis e para P. intermedia o mFUM foi
complementado com 50 puL de hemina (1 mg/mL) e 10 uL de menadiona (0,5 mg/mL).

Anteriormente a formacdo do biofilme, as cepas foram incubadas em anaerobiose a 37°C
overnight, e por mais 4 horas e 30 minutos para o crescimento exponencial.

Os espécimes foram inseridos em placas de cultura celular de poliestireno de 24 pogos de fundo
chato (Kasvi, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil). Previamente a inoculacdo do biofilme, os espécimes
de dentina presentes nas placas de cultura de 24 pogos foram imersos em saliva pasteurizada por 4
horas em temperatura ambiente sob um agitador de laboratorio orbital (Kasvi, Sao José dos Pinhais —
PR, Brasil).

Para iniciar a formagao de biofilme, os espécimes foram transferidos da placa contendo saliva
pasteurizada para uma nova placa, com 1,6 mL de meio de crescimento por poco, sendo 960 uL de
saliva, 480 puL de meio universal de fluido modificado pela suplementagdo de tampao de Sorensen 67
mM com pH final 7,2 (mFUM), e 160 uL de soro bovino fetal (SFB). Em seguida, 200 puL de suspensao
microbiana preparada a partir de volumes e densidades iguais (1 mL) de cada cepa correspondendo a
uma densidade optica de 550 nm de 0,9-1,2 confirmada via espectrofotometro foram adicionados por
pogo.

O biofilme foi incubado por 21 dias em condi¢des anaerdbias a 37°C. Sendo que a cada 48

horas os espécimes de dentina eram lavados 3 vezes em soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS)
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e depositados em novos pogos contendo 960 pL de saliva, 480 uL. de mFUM, e 160 pL de SFB.
Apos a incubagdo do biofilme, os espécimes foram divididos em 4 grupos:

Figura 1 — Representacao da divisdo dos grupos

GRUPOS

N=36

Duas placas de cultura de 24 pogos foram utilizadas para a realizacdo do experimento. Os
espécimes foram divididos, e dois experimentos independentes em quadruplicata foram realizados.
Oito discos por grupo foram utilizados para contagem bacteriana, e um por grupo para obtencdo de

imagem ilustrativa via Microscopia Confocal de Varredura a Laser.

4.3 Manipulagdo das Solugdes e Tratamento

Para o grupo Controle, foi utilizado apenas o mFUM. O mFUM com pH alcalino (pH=12,5)
foi obtido através do uso do pHmétro (BEL Engineering, Italia) com auxilio das solugdes de acido
cloridrico (HCI) e hidroxido de s6dio (NaOH) até o estabelecimento do pH 12,5.

A lisozima de clara de ovo de galinha em p6 liofilizado na propor¢do de proteina >90%,
>40.000 unidades/mg de proteina (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) foi pesada em balanca de alta
precisdao (BEL Photonics do Brasil, Piracicaba, SP, BR) e em seguida diluida. Foi utilizado 200 pg de
lisozima para 1 mL de mFUM para realiza¢do do tratamento do grupo Lisozima, e 200 pg de lisozima

em 1 mL de mFUM com pH alcalino para o grupo pH Alcalino com Lisozima. O pH final das soluc¢des
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com pH Alcalino foi de 12,5. As medicagdes foram misturadas através de um Agitador Magnético de
Mistura (Capp Denmark, Nordhausen, TH; DE) associado a uma Barra Magnética de Agitacao.

ApOs o preparo, as respectivas solugdes de cada grupo foram depositadas no interior dos pogos
sob os espécimes de dentina com biofilmes (1 ml por espécime), e incubadas por 24 horas em

anaerobiose a 37°C.

4.4 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

De forma aleatdria, um espécime por grupo foi selecionado apos as 24 horas de tratamento. Os
espécimes foram levados para visualizagdo em Microscopia Confocal de Varredura a Laser no
Laboratorio Multiusuario CEFAP-Pluma do ICB III da USP. Previamente a visualizagdo no
microscOpio, as amostras foram coradas através da imersao dos espécimes, por 20 minutos, em
corantes do kit de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD Baclight (Thermo Fischer, Whaltam, MA,
USA). C¢lulas viaveis sao coradas em verde com o corante SYTO 9, e células mortas em vermelho
através do corante lodeto de propidio. Logo, os espécimes foram visualizados através do Microscopio
Confocal de Varredura a Laser ZEISS LSM 800 (Carl Zeiss, Jena, TH; DE), através da lente objetiva
de 10x. As imagens foram obtidas através do software ZEISS ZEN 3.7 (Carl Zeiss, Jena, TH; DE).

4.5 Contagem Bacteriana

Esta etapa foi realizada no Laboratdrio de Microbiologia Oral da Faculdade de Odontologia e
no Laboratorio de Microbiologia Oral do ICB II da USP.
Apos o tratamento, as amostras foram lavadas por 3 vezes de 2 imersdes cada em PBS, e transferidos
para outro tubo com 1 mL de PBS. Os espécimes foram vortexados por 3 minutos. Em seguida, banho
ultrassonico a 30 W por 8 minutos (Sonifier B-12, Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA) e
novamente em vortex por 30s. A diluigdo em série foi realizada até 107, as suspensdes de 10 e 107
foram plaqueadas em placas contendo 4gar sangue e posteriormente incubadas anaerobicamente a 37
°C por 5 dias. Apds o periodo de incubacido, foi realizada a contagem das Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) via aplicativo Promega Colony Counter (Promega Corporation, Madison, WI, USA).
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4.6 Analise Estatistica

Os dados das contagens de UFC foram transformados em log, e as diferencas entre os grupos
de tratamento testadas pela ANOVA, seguida pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey. O valor
utilizado para indicar diferenca significativa foi o de p <0,05. A andlise estatistica foi realizada através

do software de andlise estatistica IBM SPSS Statistic™ (versdo 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

Os dados obtidos apresentaram distribui¢ao paramétrica (Quadro 1) e foram comparados
utilizando os testes One-way ANOVA (Quadro 2) e post-hoc Tukey (Quadro 3). Um nivel de

significancia de 5% foi empregado.

Quadro 1 — Teste de Normalidade Shapiro-Wilk

Grupo Estatistica N° amostra N° de significancia (p)
Controle 0,861 8 0,124
pH Alcalino 0,972 8 0,910
Lisozima 0,894 8 0,254
pH Alcalino + 0,855 8 0,108
Lisozima

Quadro 2 — One-way ANOVA

Soma dos df Quadrado Z N° de
quadrados médio significancia
()
Entre grupos 19,079 3 6,360 8,130 0,000
Nos grupos 21,904 28 0,782
Total 40,983 31

Segundo os resultados, observa-se que ha diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05). O
grupo Lisozima com pH Alcalino apresentou diferenga estatistica ao ser comparado com todos os
outros grupos: Controle (p= 0,009), pH Alcalino (p=0,001) e Lisozima (p=0,002). Os demais grupos

ndo apresentaram diferenca estatistica além desta anteriormente citada (Quadro 3).
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Quadro 3 — Teste Post-Hoc Tukey

Intervalo de
Confianca 95%
Grupo Grupo Diferenca | Erro padrao N° de — —

@ 6)) média (I-J) significAncia | Limite | Limite
®) superior | inferior
pH Alcalino | -0,41000 0,44223 0,791 -1,6174 | -0,7974
Controle Lisozima -0,25625 0,44223 0,937 -1,4637 | 0,9512
pH Alcalino 1,52875 0,44223 0,009 0,3213 | 2,7362

+ Lisozima
Controle 0,41000 0,44223 0,791 -0,7974 | 1.6174
pH Alcalino | 1 55./im, 0,15375 0,44223 0,937 11,0537 | 13612
pH Alcalino 1,93875 0,44223 0,001 0,7313 | 3,1462

+ Lisozima
Controle 0,25625 0,44223 0,937 -0,9512 | 1,4637
Lisozima | 5 Alcalino | -0,15375 0,44223 0,985 11,3612 | 1,0537
pH Alcalino 1,78500 0,44223 0,002 0,5776 | 2,9924

+ Lisozima
Controle -1,52875 0,44223 0,009 22,7362 | -0,3213

pH Alcalino

+Lisozima |y Alcalino | -1,93875 0,44223 0,001 -3,1462 | -0,7313
Lisozima -1,78500 0,44223 0,002 -2,9924 | -0,5776

O grupo pH Alcalino com Lisozima apresentou maior potencial antimicrobiano no biofilme
representando uma reducao de 1 — 1,9 UFC/ml log10 quando comparado aos outros grupos (média do

respectivo grupo = 5,4 UFC/mL log10 — Quadro 4).
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Quadro 4 — Descritivos

Intervalo de confianca para 95%
para média

Grupo N Média de
UFC/ml Limite Limite
em log10 superior inferior
Controle 8 6,9313 6,4795 7,3830
pH Alcalino 8 7,3413 6,5073 8,1752
Lisozima 8 7,1875 6,7180 7,6570
pH Alcalino + 8
Lisozima 5,4025 4,3696 6,4354

Imagens dos grupos apds o tratamento foram realizadas através da Microscopia Confocal a

Laser a fim de ilustrar os resultados.

Figura 2 — Imagens de Microscopia Confocal do grupo Controle:
bactérias ndo viaveis (1A), viaveis (1B) e sobreposicao das imagens (1C)
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Figura 3 - Imagens de Microscopia Confocal do grupo pH  Alcalino:
bactérias nao vidveis (2A), viaveis (2B) e sobreposicio das ima 2C

2A

Figura 4 - Imagens de  Microscopia  Confocal do grupo  Lisozima:
bactérias ndo vidveis (3A), vidveis (3B) e sobreposicao das imagens (3C)

Figura 5 — Imagens de Microscopia Confocal do grupo pH Alcalino com Lisozima:
bactérias ndo viaveis (4A), viaveis (4B) e sobreposicao das imagens (4C)

4A 4B




6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro o potencial antimicrobiano da lisozima e de sua
associa¢do com uma solucao alcalina em um biofilme endodontico multiespécie. A hipotese nula foi
rejeitada visto que houve diferenca estatistica entre os grupos testados.

Novas abordagens sdo imprescindiveis para melhorar a interrupcdo e a erradicagdo do
biofilmes, como compostos naturais ou at¢ mesmo produtos nanoparticulados (Abusrewill et al.,
2020). Mudangas no biofilme gerados por alteracdes do pH ou pela a¢ao de antimicrobianos podem
ativar cascatas genéticas possiveis de modificar as caracteristicas fenotipicas das bactérias gerando
resisténcia bacteriana (Chavez de Paz et al., 2007). Novos agentes com ac¢do antimicrobiana devem
ser desenvolvidos a fim de superar a resisténcia aos antibioticos (Hall; Mah, 2017; Roy ef al., 2018;
Jiao et al., 2019; Levashov et al., 2019; Saito et al., 2019; Diken Giir et al., 2021). Para Siqueira Jr e
Rdgas (2011), a pesquisa por novas técnicas e estratégias de tratamento antimicrobiano mais eficazes
na Endodontia deve ser estimulada, em virtude da possivel presenca de bactérias persistentes no
sistema de canais radiculares.

Comumente, 20 a 30 espécies sao detectadas com maior frequéncia em biofilmes endodonticos.
No entanto, o microbioma endodontico possui alta variabilidade interindividual em relagdo a
composi¢do e a densidade bacteriana de cada espécie (Siqueira Jr; Rocas, 2022). Bactérias sésseis,
aderidas em um biofilme, possuem vantagens como alimentagdo cruzada, remocdao de metabdlitos
nocivos e desenvolvimento de um meio ambiente adequado para elas, visto que as bactérias
planctonicas ndo tém (Estrela et al., 2009). Espécies incluidas em um biofilme sdo resistentes em
ambientes extremos, podendo resistir a radiacdo ultravioleta, temperatura extrema, pH extremo, alta
salinidade, alta pressdo, escassez de nutrientes, podendo até mesmo se proteger e resistir a agentes
antimicrobianos (Yin ef al., 2019).

Siqueira Jr e Rogas (2022) revisaram aspectos microbiologicos das infec¢des endodonticas em
razao da importancia das interacdes bacterianas na patogenicidade da periodontite apical. Técnica de
irrigacdo, tamanho do preparo apical, uso de medicagdo intracanal, nimero de consultas necessarias
para finalizar o tratamento, fatores do hospedeiro e fatores microbianos podem influenciar no resultado
do tratamento endodontico (Ordinola-Zapata et al.,2022). Durante a infeccdo endoddntica ha uma
prevaléncia maior de espécies bacterianas anaerobias restritas em biofilmes de dentes com periodontite

apical primaria, e cepas bacterianas anaerdbias facultativas em infecgdes secundarias (Siqueira Jr;
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Rogas, 2022). Uma das principais caracteristicas dos biofilmes endodonticos € a troca de material
genético entre as bactérias do biofilme a fim de evitar a morte celular por remog¢do mecanica ou
tratamentos antimicrobianos, beneficiando a persisténcia bacteriana (Chavez de Paz, 2022).

Em sua revisao, Swimberghe et al. (2019) destacaram a importancia dos modelos de biofilmes
endodonticos incluirem bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, anaerobias estritas e facultativas.
Biofilmes multiespécie sdo mais custosos € complexos para reproduzir, mas representam melhor a
realidade (Garg; Mala; Kamath, 2021; De Paz, 2012). Geralmente, biofilmes multiespécie produzem
biofilmes mais espessos € tolerantes a resposta do hospedeiro do que biofilmes de uma unica espécie
(Swimberghe ef al., 2019). Nesses biofilmes, as espécies apresentam maior viruléncia e podem
contribuir para alterar o nicho de infec¢do e modificar a resposta imune do hospedeiro (Peters et al.,
2012; Tay et al., 2016; Swimberghe et al., 2019). Em relacdo a maturagdo do biofilme, biofilmes de
21 dias sdo mais resistentes a agentes antimicrobianos do que biofilmes jovens (Stojicic; Shen;
Haapasalo, 2013; Yang ef al., 2016).

O nosso modelo de biofilme apresenta como vantagens a padronizagdo e a reprodutibilidade.
Além disso, inclui dez espécies bacterianas comumente relacionadas as infec¢des endodonticas,
apresentando espécies Gram-positivas e Gram-negativas, anaerobias estritas e facultativas. Estudos
recentes utilizaram este mesmo modelo de biofilme, ou modelo semelhante, demonstrando ser um

modelo bem sedimentado na literatura (Lukic et al., 2020; Pinheiro ef al., 2021; Pereira et al., 2022).

Estudos anteriores salientam que a agdo antimicrobiana do hidréxido de calcio ¢ limitada, e
ndo envolve todas as bactérias encontradas nas infecgdes endodonticas (Fava; Saunders, 1999; Siqueira
Jr; Lopes, 1999; Sathorn; Parashos; Messer, 2007). A presenga de exsudado inflamatério, acdo tampao
na dentina, restos de tecido necrotico, assim como substincias advindas da infec¢do bacteriana
enfraquecem o potencial antimicrobiano do hidroxido de calcio (Siqueira Jr; Lopes, 1999;
Mohammadi; Dummer, 2011; Del Carpio-Perochena et al., 2017). Ao avaliar a acdo antimicrobiana
da pasta triantibidtica, do hidroxido de célcio e da clorexidina gel 2% em um biofilme infectado
intraoralmente, Ordinola-Zapata e colaboradores notaram que apos 24 horas a pasta triantibidtica
apresentou maior eficacia, seguida pela clorexidina gel 2%. O hidroxido de célcio apresentou menor
potencial antimicrobiana das opg¢des testadas (Ordinola-Zapata et al., 2013), os mesmos dados foram
encontrados no estudo de Del Carpio-Perochena e colaboradores (2017). A medicagdo de hidroxido de
calcio nao apresentou agdo anti-biofilme ao ser analisada em um biofilme de E. faecalis realizado in
vitro, e sim agao pro-biofilme auxiliando na estrutura (Momenijavid ef al.,2022).
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Por isso, novas alternativas t€m sido buscadas a fim de desenvolver uma medica¢ao com maior

espectro antimicrobiano, que apresente eficacia em inibir biofilmes.

Um estudo recente salientou a importancia de realizar novos estudos associando a lisozima
com modificagdes e/ou a outros produtos que possam proporcionar um aumento de sua atividade
antibacteriana para o desenvolvimento de novas medicacdes com amplo espectro antimicrobiano
(Pereira et al., 2019). A lisozima pode ser uma potencial alternativa para combater as dificuldades
atualmente encontradas no combate ao biofilme endodontico, visto que ¢ uma enzima de origem
natural com acao antimicrobiana, sendo considerada um peptideo antimicrobiano.

Neste estudo, a lisozima foi analisada de forma isolada e em associagdo com pH Alcalino,
sendo que os melhores resultados foram encontrados no grupo Lisozima com pH 12,5. A lisozima
associada ao pH alcalino favoreceu uma maior a¢ao antimicrobiana da substancia. Esse aumento na
eficacia antimicrobiana pode ter acontecido devido a presenga de uma alteragdo estrutural na
conformagao da lisozima ao ter seu pH alterado, ou por meio da alcalinizagdo do meio (mecanismo do
hidroxido de célcio). Alteragcdes térmicas, mudancas de pH ou associagdes podem causar a
desnaturagdo da lisozima ampliando assim seu espectro antimicrobiano para as bactérias Gram-
negativas (Ibrahim et al., 1996; Masschlck et al., 2001; Ferraboshi, Ciceri, Grisenti, 2021). Apos a
desnaturagdo da lisozima, foram encontrados peptideos antimicrobianos com atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Pellegrini et al., 1997; Mine; Larau, 2004).

Ao analisar nossos resultados, acredita-se que a lisozima teve seu espectro antimicrobiano
amplificado ao ter seu pH alterado para alcalino, visto uma maior redu¢do na contagem de UFC no
respectivo grupo. Os dados encontrados vao de acordo com o que Ordinola-Zapata e colaboradores
(2022) sugeriram ao incentivar novas pesquisas com peptideos antimicrobianos para o
desenvolvimento de medicagdes intracanais, sugerindo que o uso dos peptideos antimicrobianos €
bastante promissor.

Um estudo avaliou a taxa de sobrevivéncia da E. faecalis na forma planctonica e em biofilme
de acordo com a variacdo do pH. Foi observado que a vitalidade celular foi reduzida apenas em
condi¢do alcalina alta com pH acima de 10,0; além disso, as bactérias do biofilme foram mais
tolerantes a alcalinidade (Yan; Liang; Jiang, 2012). Ao alterar o pH de um meio simulando a
alcalinidade gerada pela acdo do hidréxido de calcio, Chavez de Paula ef al. (2007) constataram que

apos 24 horas nenhuma cepa de F. nucleatum, E. faecalis, O. uli, S. anginosus, S. gordonii e S. oralis
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foi capaz de crescer em pH 10,0. Em nosso estudo, houve uma redu¢do dos microrganismos viaveis
quando a lisozima foi associada com uma solugdo alcalina.

Weckwerth et al. (2013) analisaram o crescimento de E. Faecalis em diferentes pH, concluindo
que esta espécie bacteriana pode sobreviver em pH extremamente alcalino como 12,5 em 24 ¢ 48
horas; apenas apds 72 horas nao foi notado nenhum crescimento neste pH.

Para Krzygciak et al., (2015) a lisozima possui agdo em microrganismos comumente
encontrados em doengas que acometem a cavidade oral, e sua acao bactericida seria relacionada a sua
concentracao. Frank; Rouchon e Harris (2020) desenvolveram um kit com lisozima para tratar
infeccdes causadas por E. faecaelis apds testarem seus efeitos em um biofilme monoespécie. A
associacao da lisozima com um polimero catiénico ampliou a eficacia antimicrobiana da lisozima para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas resistentes, demonstrando uma a¢do antibacteriana
superior ao cloridrato de minociclina em um modelo de biofilme periodontal em ratos (Zhang et al.,
2022).

Pereira  (2019) avaliou a eficacia antimicrobiana da lisozima sobre a
S. mutans e S. aureus por meio da determinacdo da concentracao inibitéria minima e da concentragdo
bactericida minima, ndo sendo possivel determinar um efeito bactericida para ambas pois as
concentracdes utilizadas apresentaram apenas efeito bacteriostatico sobre a S. aureus. Em relagao a
concentracdo inibitoria minima, a concentracdo de 300 pg/mL demostrou eficacia na reducao do
crescimento tanto da S. mutans quanto da S. aureus, sendo a S. mutans mais susceptivel a acdo da
enzima que apresentou acao bacteriostatica na concentragdo de 20pg/mL e bactericida com 300 pg/mL
(Pereira, 2019). Nosso modelo de biofilme apresentava a S. mutans, no entanto, a concentracao testada
foi de 200 pg/mL por ser uma concentracao eficaz e biocompativel e que foi observada em estudos
prévios ainda ndo publicados realizados na UFSC.

Ruas e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana da lisozima em
concentragdes de 0,04 a 10mg/mL nos microrganismos E. colli, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans,
M. luteus e A. brasiliensis. A lisozima nao apresentou eficécia antimicrobiana sobre 0s microrganismos
Gram-negativos, nem para o fungo A. brasiliensis. Em contrapartida, foi notada acdo antimicrobiana
sobre o crescimento da S. aureus com 7,5mg/mL, C. albicans com 10mg/mL e do M. luteus a partir

da concentragdo de Smg/mL (Ruas et al., 2010).
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A toxicidade in vitro das amostras de até¢ 10mg/mL de lisozima foram testadas pela viabilidade
celular de fibroblastos ATCC CCL-92, ndo apresentando citotoxicidade na avaliacdo realizada no
estudo de Ruas e colabortadores (2010).

Através da visualizagdo do biofilme em Microscopia Confocal, foi notado um maior
rompimento das paredes celulares bacterianas no grupo pH Alcalino com Lisozima. Saito et al. (2019)
testaram a agdo antimicrobiana de uma associacao de lisozima-quitosana com oligossacarideos contra
P. aeruginosa, A. baumannii e S. aureus resistente a meticilina; a associacdo apresentou eficacia,
ampliando o espectro antimicrobiano das substancias, afetando as membranas bacterianas, assim como
observado em nosso trabalho.

Ao analisar a eficacia da lisozima em diferentes concentragdes, foi notado que em 54,4mg/mL,
108 mg/mL e 217,6 mg/mL a lisozima foi capaz de inibir o crescimento do S. mutans; e em 27,2
mg/mL inibiu o crescimento do L. casei (Andrade et al., 2014). A eficicia de uma mistura de lisozima,
lactoferrina e lactoperoxidase associada ao cimento de iondmero de vidro foi avaliada em um modelo
de biofilme cariogénico. Os resultados mostraram que essa associa¢do amplifica a acdo antimicrobiana
do cimento de iondmero de vidro em relagdo a S. mutans (Pinheiro et al., 2015).

Neste estudo, a lisozima foi utilizada em uma concentragdo de 200 pg/mL pura e em associagdo
a um pH alcalino sobre um biofilme multiespécie do tipo endoddntico. Essa concentragao foi definida
de acordo com estudos prévios, ainda nao publicados, que demonstraram que a lisozima apresentava
acdo antimicrobiana quando utilizada nas concentracdes de 200 e 300 pg/mL, no entanto, ao realizar
o teste de citotoxicidade e biocompatibilidade foi notado que a concentragao de 300 pg/mL agrediu
fibroblastos; por isso optou-se pela lisozima na concentracdo de 200 pg/mL que demonstrou ser
biocompativel. Na maioria dos estudos relatados na literatura a eficacia da lisozima foi avaliada em
biofilmes monoespécie ou em bactérias planctonicas. Em nosso estudo, a analise da acdo
antimicrobiana da lisozima foi realizada em um biofilme multiespécie. Como nao foi realizado nenhum
método molecular para identificagdo das bactérias apds o tratamento, ndo ¢ possivel afirmar sobre
quais espécies a substancia apresentou melhor acdo. No entanto, estudos prévios testaram a agdo da
lisozima na S. mutans e na E. faecalis, € a substancia apresentou capacidade antimicrobiana nestas
bactérias que também fazem parte da composicdo do nosso biofilme. A avaliagdo do potencial
antimicrobiano da lisozima foi realizada através do método tradicional de contagem de UFC. E
necessario que novos estudos sejam realizados, buscando obter um nimero amostral maior para a

obtencdo das imagens via Microscopia Confocal e principalmente para entender os principais
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mecanismos de agdo envolvidos na associa¢dao da lisozima com a solucdo alcalina. Além disso, seria
interessante uma avaliagdo por meios moleculares, como o qPCR, e o sequenaciamento do DNA das
culturas encontradas nas placas de cultura buscando realizar uma analise a fim de identificar as

bactérias que foram mais resistentes aos tratamentos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, de acordo com a metodologia apresentada, € possivel concluir
que a lisozima associada a uma solucdo alcalina demonstrou potencial antimicrobiano quando
analisada in vitro em um modelo de biofilme endoddntico multiespécie. O grupo pH Alcalino
apresentou menor atividade antimicrobiana que o grupo Lisozima. A lisozima em solugao alcalina teve
sua acao antimicrobiana potencializada, reduzindo o nimero de bactérias viavéis. As imagens obtidas
na Microscopia Confocal foram capazes de demonstrar a estrutura do biofilme, ilustrando o presente
trabalho.

Portanto, podemos concluir que a lisozima e suas associagdes pode ser uma alternativa para ser
utilizada como substancia antimicrobiana na terapia endodontica. Sugere-se que novos estudos sejam
realizados a fim de explorar essa eficacia antimicrobiana da lisozima em associa¢do ao meio alcalino,
buscando compreender também quais as alteragdes estruturais € bioquimicas causadas na lisozima pela

alteragdo do pH para 12,5.
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