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“Acho que nada acontece por acaso, sabes? Que no fundo as coisas
tém o seu plano secreto, embora nds ndo o entendamos. Tudo faz parte de

qualquer coisa que n&o conseguimos perceber, mas que nos possui.”

Carlos Ruiz Zafén
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RESUMO

Introducdo: O diaminofluoreto de prata (SDF), de férmula quimica
Ag(NHs3)2F, é uma solucéo alcalina e incolor composta por flor e ibes de prata,
que formam um complexo com a amodnia. O uso de solu¢cdes SDF tem uma longa
histéria na Medicina Dentéria no tratamento da hipersensibilidade e no controlo
da carie dentaria. Existem numerosos estudos que avaliaram a eficacia anti-
cariogénica de diferentes produtos comerciais a base de SDF. No entanto, o uso
de diferentes configuracdes experimentais torna dificil comparar a eficicia dos
mesmos. Além disso, poucos estudos avaliaram o potencial desses produtos na
atividade antimicrobiana de outros patogénicos orais, para além do
Streptococcus mutans, como por exemplo o Enterococcus faecalis e a Candida

albicans.

Objetivos: O objetivo deste estudo € avaliar e comparar a atividade
antimicrobiana de quatro marcas comerciais diferentes de SDF contra 0s
microrganismos, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Candida

albicans.

Metodologia: Os produtos comerciais (i.e., Carioestop® 30%,
Carioestop® 12%, Advantage Arrest® e RivaStar®), na sua forma pura, foram
incubados com os microrganismos pelo teste de difusdo em agar. Apos 24 h de
incubagéo, determinou-se o diametro dos halos de inibicdo. Adicionalmente,
biofilmes de 24 horas para E. faecalis e C. albicans e 48 horas para S. mutans
foram expostos a solucdes diluidas dos produtos comerciais (i.e., 3, 1 e 0.3%).
Apdés 24 horas de exposicdo, fez-se a quantificacdo da populacdo séssil

remanescente através do numero de bactérias cultivaveis.

Resultados: Pelo método de difusdo em agar, o composto RivaStar®
mostrou ter maior atividade antimicrobiana para o S. mutans, enquanto 0s
compostos Advantage Arrest® e Carioestop® 30% tiveram maior efeito na
levedura. O biofilme de E. faecalis diminui com o aumento da concentragao de
SDF testada, independentemente da marca comercial utilizada. O biofilme de C.
albicans foi eliminado na sua totalidade com Carioestop® 30%, Advantage
Arrest® e RivaStar®, a uma concentracdo de 3%. O biofilme de S. mutans foi

eliminado na sua totalidade, mas este resultado carece de confirmacao.



Conclusdes: Os produtos a base de SDF tém potencial para serem mais
estudados de forma a expandir as suas aplicacfes clinicas na pratica Médico-

Dentaria.

Palavras-chave: SDF; Entercoccus faecalis; Streptococcus mutans;
Candida albicans; Atividade antimicrobiana; Biofilme.



ABSTRACT

Introduction: Silver diamine fluoride (SDF), with the chemical formula
Ag(NH3)2F, is an alkaline, colorless solution composed of fluoride and silver ions,
which form a complex with ammonia. SDF solutions have a long history in
dentistry to treat hypersensitivity and caries control. Numerous studies have
evaluated the anti-cariogenic efficacy of different commercial SDF-based
products; however, the use of different experimental setups makes it challenging
to compare the efficacy of these products. Additionally, few studies have
evaluated the potential of these products to be active against other oral
pathogens, in addition to Streptococcus mutans, such as Enterococcus faecalis

and Candida albicans.

Objectives: The main objective of this study is to evaluate and compare
the antimicrobial activity of four different commercial brands of SDF against

Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, and Candida albicans.

Methodology: The commercial products (i.e., Carioestop® 30%,
Carioestop® 12%, Advantage Arrest® e RivaStar®), in their pure form, were
incubated with the microorganisms by the agar diffusion test. After 24 h of
incubation, the diameter of the inhibition areas was determined. Additionally, 24-
h biofilms of E. faecalis and C. albicans and 48-h of S. mutans were exposed to
diluted solutions of the commercial products (i.e., 3, 1, and 0,3%). After 24 hours
of exposure, the remaining sessile population was quantified through the number

of cultivable bacteria.

Results: By the agar diffusion method, RivaStar® was shown to have
greater antimicrobial activity for S. mutans, while Advantage Arrest® and
Carioestop® 30% had a greater effect on C. albicans. E. faecalis biofilm
decreased with increasing SDF concentration, regardless of the commercial
brand used. C. albicans biofilm was completely eliminated with Carioestop® 30%,
Advantage Arrest® and RivaStar®at a concentration of 3%. S. mutans biofilm was
completely eliminated, with all concentrations addressed, but this result needs to

be further confirmed.

Conclusions: SDF-based products have the potential to be further

studied in order to expand their clinical applications in dental practice.
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Keywords: SDF; Enterococcus faecalis; Streptococcus mutans;

Candida albicans; Antimicrobial activity; Biofilm
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1. INTRODUCAO

A saude oral integra a saude geral do individuo. As doencas orais
consistem nas doencas ndo transmissiveis mais disseminadas e afetam 45% da
populacdo mundial, ao longo de toda a sua vida. Todas as doencas orais sao de
natureza crénica, progressiva e cumulativa e, combinadas com a sua alta

prevaléncia, os seus impactos sdo vivenciados de forma repetida. @

Considerando os dados epidemiolégicos presentes no Programa
Nacional de Promocéao da Saude Oral, publicado em 2019 pela Direcdo-Geral da
Saude, em Portugal, a céarie dentaria é a doenca oral mais prevalente, podendo

atingir quase 100% da populacio adulta. @

1.1. Formacdao da placa dentaria

A cavidade oral € um ecossistema diverso e dinamico, que possui uma
numerosa populagdo de microrganismos. E considerado o segundo microbioma

mais complexo do corpo humano. ®

Os microrganismos que constituem a placa bacteriana, onde se incluem
as espécies Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Candida albicans,
tém a capacidade de, quando aderidos a uma superficie, produzir uma matriz
composta por polissacarideos, proteinas e restos celulares, com caracteristica
viscosa, que favorece a fixacdo dos microrganismos a superficie do esmalte,
bem como o processo de agregacdo e coesdo microbiana. Esta estrutura €
designada de biofilme. No interior do biofilme os microrganismos estdo

protegidos do sistema imunitario bem como de agentes antimicrobianos.

Uma vez instalados, os microrganismos desenvolvem a sua atividade
metabdlica normal, utilizando restos alimentares presentes na cavidade oral. Os
subprodutos do seu metabolismo sé&o acidos que atacam a superficie dentaria,

nomeadamente o esmalte. ®



1.2. Chérie dentéria

A carie dentaria € uma doenca oral altamente prevalente que tem a
bactéria S. mutans como um dos principais agentes etiol6gicos causadores

desta patologia. ©

A cérie dentéria afeta os dentes, tanto ao nivel da coroa (céarie coronaria)
como ao nivel da raiz (céarie radicular), e o seu desenvolvimento depende da
coexisténcia do biofilme microbiano formado na superficie dentaria, da presenca
de hidratos de carbono, da composi¢cdo da saliva e da genética do individuo.

Estes fatores interagem de forma complexa, ao longo do tempo. )

Os subprodutos acidos do metabolismo dos microrganismos presentes
na placa bacteriana, desencadeiam um conjunto de interac6es quimicas com 0s

minerais do esmalte, conduzindo ao seu enfraguecimento. ©

Quando o esmalte comeca a desmineralizar, isto €, quando se inicia o
processo de dissolucdo dos seus minerais (principalmente do célcio e do
fosfato), € possivel visualizar a presenca de manchas brancas (white spot
lesions) (Fig. 1). Este € um indicio de que se esta a iniciar a formagéo de uma
lesdo cariosa. Se a desmineralizacdo persistir e ndo for tratada, as white spot

lesions evoluem para cavidades dentérias, devido a permanéncia do ataque

acido ao esmalte (Fig. 2). ©19

Figura 1 - White spot lesion na superficie do esmalte dentario (adaptado de (11)).



Figura 2 - LesBes de carie num estado avancado, localizadas no cervical da coroa do
dente (adaptado de (12)).

1.3. Tratamento da cérie

O tratamento da carie dentaria pode realizar-se recorrendo a
tratamentos restauradores ou nao restauradores. Os tratamentos né&o
restauradores sdo aplicados numa fase inicial da doenga, perante, por exemplo,
uma white spot lesion. E uma terapéutica que se foca no tratamento da les&o
cariosa na sua fase inicial através da aplicacéo tépica de compostos fluoretados
gue induzem o processo de remineralizacdo do esmalte. A aplicacdo de fluor,
para além de modificar o metabolismo das bactérias produtoras de &cido, através
da inibicdo de processos enzimaticos, promove a formacdo de cristais de

fluorapatite, que sdo mais estaveis a acédo dos acidos bacterianos. (10.13.14)

Quando o tratamento ndo restaurador ndo é suficiente para travar a
progressdo da doenca (ou ja ndo estao reunidas as condi¢cbes para a sua
aplicacao), a alternativa passa por um tratamento restaurador. Este tratamento
foca-se na remogao mecénica da lesé@o cariosa e posterior restauragdo com um

biomaterial adequado a situagéo clinica. @

Na Medicina Dentéria, ainda ndo existe um material restaurador que
retina todas as condi¢Bes necessarias. O material de eleicdo universal € aquele

gue seria capaz de tratar a carie de forma permanente. (16)



Assim, uma das principais dificuldades perante o sucesso de um
tratamento de carie € evitar a recidiva da lesdo previamente tratada, isto &, evitar

o desenvolvimento de uma cérie secundaria. 17

7

A cérie secundaria é um processo complexo que envolve multiplos
fatores, pois para além de envolver a desmineralizacdo do esmalte, envolve,
também, a dissolugcdo enziméatica do componente organico do material
restaurador existente. Pode ter como causa a existéncia de uma restauracdo
defeituosa, traduzindo-se na existéncia de lacunas entre a restauracao e o dente,
0 que permite aos fluidos &cidos e ao biofilme entrarem na interface existente
(Fig. 3). 18

Desta forma, a principal dificuldade nos materiais restauradores é
eliminar os fatores que promovam o0 aparecimento de uma lesdo de cérie

secundaria. 19

A chegada de novos produtos ao mercado ou mesmo a criagao de novas
abordagens clinicas e preventivas sdo uma mais valia no controlo e na

prevencao desta doenca.

Figura 3 - Presenca de uma lesé@o de carie secundaria na transi¢ao entre dois
materiais restauradores (obtida em http:/luisgustavoleite.com.br/blog/restauracao-infiltrada-com-
infiltracao/, consultado a 21/05/23, sem autorizacéo do autor).



Dado este facto, é necesséario o continuo estudo de novas solucdes
antimicrobianas para diminuir o risco de insucesso do tratamento e aumentar a

longevidade dentaria.

1.4. SDF

O diaminofluoreto de prata (silver diamine fluoride, SDF), com a férmula
quimica Ag(NH3),F, € uma solucéo alcalina e incolor composta por ides de fldor
e prata, que formam um complexo com a amdnia. * O uso de solugdes a base
de SDF tem um longo histérico na Medicina Dentaria no tratamento da
hipersensibilidade e no controlo da cérie. ©9 Contudo, apenas em 2014, a
agéncia americana Food and Drug Administration aprovou o primeiro produto a
base de SDF para o tratamento da sensibilidade dentéria, sendo o seu uso no

controlo da cérie uma aplicacéo off-label. (21-23)

Atualmente, o SDF encontra-se na Lista de Medicamentos Essenciais

da Organizacdo Mundial da Salde. 24

Alguns estudos in vivo e in vitro indicam que o SDF pode apresentar uma
acao cariostatica e bactericida, isto €, promove a inativacao das lesées de carie
e induz a morte bacteriana. A acdo cariostatica esta ao encargo do fluor
enguanto a acdo bactericida da prata. ® A combinacdo destas duas acdes
permite evitar o desenvolvimento de lesdes cariosas e tratar lesbes de carie
ativas sem recorrer a procedimentos invasivos. Desta forma, o SDF é um
composto que tanto pode ser usado na fase de prevencdo como na fase de

tratamento.

1.4.1. Mecanismos de acao

A forte atividade antimicrobiana do SDF contra biofilmes, compostos por

uma ou mais espécies cariogénicas, é atribuida a presenca dos ides de prata.
(25)

Ao nivel molecular, os ides de prata interferem com as proteinas e o DNA

microbiano, inibindo os processos respiratorios, interrompendo o potencial



elétrico da membrana plasmética, a sintese da parede celular e a divisédo celular,

0 que inevitavelmente conduz a morte dos microrganismos. 9

Adicionalmente a atividade antimicrobiana, a aplicacdo do SDF na
superficie dentéria promove o processo de remineralizacao, pois o flior presente
neste composto reage com a hidroxiapatita formando fluoreto de calcio que ajuda
na elevacdo do pH e na formacédo de reservatorios de fluoreto. A subsequente

dissolucédo do fluoreto de célcio facilita a formacé&o de fluorapatite insoltvel.(1

O processo de remineralizacdo reduz ainda a sensibilidade dentaria ao
produzir uma camada sobre a dentina exposta, obstruindo parcialmente os
tubulos dentinarios, devido a deposicdo de prata no seu interior, conduzindo a

diminuicdo do deslocamento dos fluidos dentinarios (19

1.4.2. Vantagens

O SDF apresenta um conjunto de vantagens adicionais que favorecem
0 Seu uso na pratica clinica, nomeadamente: (i) baixo custo, quando comparado
com outros produtos existentes no mercado, tornando-o acessivel na maioria
das comunidades; (ii) facil aplicacao — particularmente importante para o uso em
criancas de pouca idade/pacientes com necessidades especiais ou em
condicBes de trabalho limitadas, (iii) elevada eficacia — a aplicagdo Unica do
produto reduz a acidogénese e o numero dos microrganismos da dentina

cariada; e apresenta (iv) agéo residual até 6 meses.(1%

1.4.3. Desvantagens

Em contrapartida, apresenta como desvantagens: (i) escurecimento da
lesdo de carie, condicionando a sua aplicagao em dentes anteriores; (ii) sabor
metalico desagradavel; (iii) possibilidade de irritagdo pulpar; (iv) lesdes
reversiveis na mucosa oral (gengivite descamativa ou mucosite); e (v) ndo poder
ser administrado em doentes com alergia a prata, em gravidas nem em mulheres

que estejam em processo de amamentagdo. (15



1.4.4. Outras aplicac¢des clinicas

C. albicans é um fungo patogénico oportunista causador de infecdes
fungicas, tanto sistémicas como locais. A prevaléncia deste fungo como
oportunista € maior em doentes portadores de dispositivos protéticos. Estudos
realizados mostram que os ides de prata conseguem interromper o potencial da
membrana, formando poros que provocam desequilibrio nas trocas iénicas,
conduzindo a apoptose. @9 Uma vez que o SDF possui ides de prata na sua
composigéo, pode ser passivel o estudo da sua utilizagdo como desinfetante de
dispositivos protéticos, reduzindo a incidéncia das infe¢des fungicas.

A lesdo cariosa (tanto primaria como secundaria) pode invadir o tecido
pulpar e tornar-se numa lesao irreversivel. Nesta situacdo, € necessario avancar
para um tratamento endodontico radicular que implica a desinfe¢cdo dos canais
radiculares para posterior obturacdo. *> Perante uma infecéo canalar, a bactéria
patogénica prevalente € o E. faecalis e 0 sucesso do tratamento passa pela sua
eliminacgdo. ¢ Uma das principais consequéncias do insucesso do tratamento
endoddntico passa pela capacidade do E. faecalis sobreviver, apds o tratamento
primario, proliferar e recolonizar os canais. A taxa de insucesso aumenta com o
aumento da resisténcia da bactéria aos agentes de irrigacdo. ?82° Conhecendo
as propriedades antibacterianas do SDF, podera ser um potencial agente

irrigador canalar.

A rapidez com que 0s microrganismos sofrem mutagoes, confere-lhe
resisténcia aos farmacos utilizados contra a sua atividade, o que exige estudos
constantes e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.(30)
Atualmente, poucos estudos avaliam o potencial destes produtos contra outros

agentes patogénicos da cavidade oral.

Neste sentido, esta investigacdo tem como objetivo avaliar e comparar a
atividade antimicrobiana de diferentes produtos comerciais contendo SDF na sua
composicdo, contra diferentes agentes patogénicos da cavidade oral,
nomeadamente Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e Candida

albicans.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Produtos comerciais com SDF

Neste estudo foram utilizados quatro produtos comerciais que contém
SDF na sua composicdo nomeadamente, Carioestop® 30%, Carioestop® 12%,
Advantage Arrest® e RivaStar® (Fig. 4). As especificacdes dos produtos

utilizados estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Produtos comerciais que contém SDF utilizados no estudo e as
respetivas composicoes, lote e fabricante.

Material Composicao Lote Fabricante

Carioestop®30%  Acido fluoridrico; 397/19 Biodinamica
nitrato de prata;
hidréxido de amonia e

agua
Carioestop® 1206, Acido fluoridrico; 47919 Biodinamica
nitrato de prata;
hidréxido de amonia e
agua
Advantage Arrest® Fllor; prata; amoénia 18291 Elevate Oral Care
RivaStar® Unidade 1: prata; fldor; 143975 SDI
amonia

Unidade 2: potéassio;
iodeto; metacrilato

cariestop cariestop
o 12%

5
biodinamica

10mL

biodinamica

Figura 4 — Produtos comerciais utilizados no estudo: a) Carioestop® 30%, b)

Carioestop® 12%, c) Advantage Arrest®, e d) RivaStar®



2.2. Microrganismos e condi¢cdes de cultura

Para os estudos da atividade antimicrobiana foram utlizadas as
bactérias Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Streptococcus mutans DSM
20523 e a levedura Candida albicans ATCC 10231. As bactérias foram cultivas
em meio liquido ou agar de Infusdo Cérebro e Coracéo (Brain Heart infusion,
BHI, Liofilchem), e a levedura foi cultivada em meio liquido ou agar de Sabouraud

Dextrose (Liofilchem).

2.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana pelo método de difusao

em agar

Inicialmente, prepararam-se suspensdes dos microrganismos acima
descritos, nos respetivos meios liquidos, a densidade de 108 CFU/mL, através
da determinacdo da absorvancia por espectrofotometria a 600 nm (Jenway
6300). Com o auxilio de uma zaragatoa estéril, a suspensdo microbiana foi
espalhada de forma uniforme na superficie das placas de agar de forma a se
obter uma inoculacdo homogénea. De seguida, discos absorventes foram
carregados com 10 pL do produto comercial puro e colocados gentiimente na
superficie das placas inoculadas. As condicdes experimentais foram realizadas
em triplicado. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h para E. faecalis e
C. albicans e 48 h para S. mutans. Apés o periodo de incubacéo, foi determinado

o didmetro das zonas de inibic&o recorrendo a uma régua calibrada.

2.4, Avaliagédo da atividade antimicrobiana do SDF na eliminagao
do biofilme de E. faecalis, S. mutans e C. albicans

2.4.1. Formacgéo do biofilme

Inicialmente, prepararam-se suspensdes dos microrganismos acima
descritos, nos respetivos meios liquidos, a densidade de 108 CFU/mL, através
da determinacdo da absorvancia por espectrofotometria a 600 nm (Jenway

6300). De seguida, as suspensdes foram inoculadas em placas de 96 po¢os (100



pL/poco) e incubadas a 37 °C e 120 rpm durante 24 h para E. faecalis e C.
albicans e 48 h para 0 S. mutans, para permitir a formacéo do biofilme, de modo

a simular as condicdes biologicas existentes na cavidade oral.

2.4.2. Adicao dos produtos comerciais com SDF

Apos a formacdo do biofilme, o meio de cada poco foi removido e o
biofilme formado foi lavado com 100 pL de NaCl a 0,9% (B. Braun) a fim de
eliminar as bactérias ndo aderentes ou as bactérias fracamente aderidas.
Posteriormente, os biofilmes foram expostos a 100 puL dos produtos com SDF
diluidos, no respetivo meio liquido do microrganismo, a concentracéo de 3%, 1%
e 0,3% (Fig. 5). Adicionalmente, utilizou-se como controlo a incubacdo do
biofilme com 100 pL do respetivo meio liquido do microrganismo. As condicfes
experimentais foram realizadas em triplicado. As placas foram incubadas a 37 °C
e 120 rpm, durante 24 h.

Figura 5 - Eppendorfs com os produtos comerciais utilizados e diluidos a concentragéo
de 3%, 1% e 0,3%.

Quantificacdo da populacéao séssil

Apbés 24 horas de exposicdo aos produtos comerciais diluidos,
determinou-se 0 numero de microrganismos cultivaveis no biofilme
remanescente. Inicialmente, os pocos foram lavados com 100 uL de NaCl a 0,9%
e, de seguida, adicionou-se 100 pL de NaCl a 0,9% para se efetuar a raspagem
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do poco a fim de dispersar a populagdo seéssil aderida ao fundo do poco.
Efetuaram-se diluicbes decimais dos respetivos pocos (Fig. 6) e o seu
plagueamento em placas de BHI agar ou Sabouraud agar, de acordo com o
microrganismo em estudo. As placas foram incubadas a 37 °C por um periodo
de 24 h para E. faecalis e C. albicans, e 48 h para S. mutans. Apos o periodo de
incubacéo, procedeu-se a contagem do numero de colonias e ao célculo das
CFU/mL para cada condicéo experimental.

‘V

(‘t -,

L b
>~\‘ \\- _.‘\-\}_\

“ '..1" ‘:\. N )

e e |

Figura 6 - Placa de 96 pocos com as diluic6es da populacao séssil destacada, para cada

condicéo experimental.

2.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos estdo apresentados sobre a forma de média +
desvio-padrdo, de trés réplicas para cada condicdo experimental. A andlise
estatistica foi realizada com o software IBM® SPSS® Statistics (vs. 28.01, SPSS,
EUA). Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA — one way) seguida pelo teste

post-hoc de Tukey HSD para determinar as diferengas significativas (p<0,05).
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3. RESULTADOS
3.1. Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar

Com o objetivo de avaliar se os produtos comerciais com SDF, na sua
forma pura, apresentavam atividade antibacteriana contra E. faecalis e S.
mutans e atividade antifungica contra C. albicans, realizou-se o método de
difusdo em agar. A presenca de um halo de inibicdo, i.e., auséncia de
crescimento microbiano, bem como a sua dimensdo, sao indicativos da

capacidade antimicrobiana dos produtos.

Tabela 2 - Diametro das zonas de inibicdo para os microrganismos estudados.

Zona de inibi¢cdo (cm)
(média + desvio-padrao)

E. faecalis S. mutans C. albicans
Carioestop® 30% 1,66 + 0,38 0,40 £ 0,12* 2,40 £ 0,34*
Carioestop® 12% 1,06 + 0,05 0,27 + 0,04* 1,74 + 0,25*
Advantage Arrest® 1,27 £ 0,13 0,16 + 0,05* 3,28 + 0,20*
RivaStar® 1,41 +0,13 1,50 + 0,08* 0,60 + 0,07
CHX 0,20% 1,02 £ 0,08 0,83 + 0,06 0,80 + 0,00
CHX 0,12% 1,08 £ 0,06 0,77 + 0,06 0,66 + 0,08

*p<0,05, diferencas significativas comparativamente com a condicdo CHX

0,20%

#p<0,05, diferencas significativas comparativamente com a condicdo CHX

0,12%
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Carioestop® 30% Carioestop®12%  Advantage Arrest® RivaStar® CHX 0,20 % CHX 0,12%

o . . . . . .
&

o .... ¥ .

o . . . . . .

Figura 7 - Registo fotografico dos halos de inibicdo obtidos apés exposicdo do E.

faecalis, S. mutans e C. albicans aos produtos comerciais contendo SDF, pelo método

de difusdo em agar. As solucdes de CHX foram utilizados como controlo.

Perante a andlise da tabela 2, verificou-se que o E. faecalis apresentou
um perfil de suscetibilidade semelhante para todos os produtos testados, sem
diferencas estatisticamente significativas comparativamente aos controlos
utilizados (CHX 0,12 e 2,0%). Por outro lado, C. albicans exibiu diferentes
suscetibilidades consoante o produto testado. A excecdo da marca comercial
RivaStar®, essas suscetibilidades foram significativamente maiores do que as
registadas para ambos os controlos. A levedura mostrou maior sensibilidade ao
Advantage Arrest®, seguido do Carioestop® 30% e, por fim, Carioestop® 12%. S.
mutans apresentou um perfil de suscetibilidade aos produtos testados
significativamente diferente dos controlos, contudo a suscetibilidade observada
foi baixa e semelhante entre eles, a excecdo do produto RivaStar®, para o qual
a bactéria mostrou uma sensibilidade significativamente maior. Na figura 7 é
possivel observar a presenca das diferentes areas de inibigcdo obtidas para as
trés espécies microbianas, com todas as marcas comerciais testadas. O
diametro do halo formado para os controlos CHX 0,20% e CHX 0,12% séo

semelhantes entre si, de acordo com a espécie microbiana testada.
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Face a esta andlise, verificou-se que o composto RivaStar®teve um forte
efeito inibitério para S. mutans, enquanto os compostos Advantage Arrest® e

Carioestop® 30% tiveram maior efeito na levedura.

3.2. Atividade do SDF na eliminacao do biofilme de E. faecalis, S.

mutans e C. albicans

Para averiguar a capacidade do SDF na eliminacdo de biofilmes,
quantificou-se o nimero remanescente de microrganismos cultivaveis apos 24
horas de exposi¢cdo do biofilme aos produtos comerciais previamente diluidos.
Os resultados obtidos estédo presentes nas Figuras 8 e 9 para as espécies E.
faecalis e C. albicans, respetivamente. No caso do S. mutans ndo se obteve
crescimento microbiano apdés a exposicdo aos compostos, carecendo este

resultado de confirmagéo no futuro.

Carioestop® 30% m Carioestop® 12% mAdvantage Arrest®  mRivaStar®
10,0

8,0

6,0

a, L
> illn I'
0,0
3 1 0,3

Concentragdo produtos comerciais SDF (%)

Log (CFU/mL)
[}

=]

Figura 8 - Avaliacdo do efeito das solu¢des diluidas dos produtos comerciais contendo
SDF na eliminac&o de um biofilme de 24 h de E. faecalis (*p<0,05, comparativamente

ao controlo - linha pontilhada).
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Figura 9 - Avaliacdo do efeito das solu¢fes diluidas dos produtos comerciais
contendo SDF na eliminagdo de um biofime de 24 h de C. albicans (*p<0,05,

comparativamente ao controlo - linha pontilhada).

Conforme os resultados apresentados na Figura 8, todos os produtos
comerciais contendo SDF, nas diferentes concentragfes, foram capazes de
reduzir significativamente o biofilme de E. faecalis, quando comparados com o
grupo controlo (auséncia de agente antimicrobiano). A excecéo do RivaStar®, a
reducdo do biofilme foi proporcional a concentracao do produto.

Por outro lado, o biofiime de C. albicans apresentou maior resisténcia
aos produtos com SDF, na gama de concentracdes avaliadas (Figura 9). As
marcas comerciais Advantage Arrest® e RivaStar® eliminaram na totalidade o
biofilme de C. albicans na maior concentracéo testada (3%). No entanto, para as
restantes concentracdes ndo se observou um efeito significativo. J& o produto
comercial Carioestop® 30% reduziu por completo o biofime de C. albicans
quando testado a 3% e, para as outras concentracdes, causou uma reducao
significativa do biofilme. Por oposicédo, o Carioestop® 12% n&o foi capaz de
induzir efeitos significativos no biofiime de C. albicans nas concentracdes

avaliadas.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, quando testados pelo método de difusdo em agar,
E. faecalis apresentou uma sensibilidade semelhante aos produtos comerciais
com SDF, na sua forma pura, e as solu¢des de CHX. Minavi et al. (2021) também
estudaram a atividade antimicrobiana do SDF, pelo mesmo método, mas nas
concentracbes de 38%, 3,8%, 0,38% e 0,038% e concluiram a existéncia de

propriedades antimicrobianas contra E. faecalis para o SDF a 38%. G

Analisando os resultados do microrganismo S. mutans, verificamos que
as marcas comerciais de SDF avaliadas criaram zonas de inibicdo para o
crescimento de S. mutans significativamente maiores do que aquelas registadas
para a CHX a 0,20% e a 0,12%. A maior zona de inibicdo registada foi para a
marca comercial RivaStar®. A semelhanca dos resultados do presente trabalho,
um estudo realizado por Abdullah et al. (2020), mostrou que a aplicacéo isolada
de SDF da marca comercial RivaStar® reduz significativamente a populacédo
bacteriana de S. mutans, comprovando a sua eficacia bactericida quando

comparado com outra solugdo comercial de SDF — Topamine®. 2

Face a aplicacéo de cada um dos produtos de SDF, a marca comercial
RivaStar® difere das restantes por ser o Unico produto disponivel em dois frascos
separados e de dose Unica, que sédo aplicados em ambiente clinico, por contacto
direto com a superficie do dente, usando um microbrush. Este produto necessita
de refrigeracdo constante. Analisando a composi¢cédo de cada uma das marcas
comerciais usadas, RivaStar® é a Unica que contém potassio, iodeto e
metacrilato. O metacrilato integra a componente inorganica das resinas
compostas universais usadas como material restaurador universal e
fotopolimerizavel. @3 A literatura tem demonstrado que a adesdo microbioldgica
e 0 desenvolvimento do biofiime estdo diretamente relacionados com as
caracteristicas da superficie de adesdo.®) Estudos realizados até a data,
apontam que a existéncia de lacunas entre a unido da resina composta com o
esmalte dentario (apds remocéo da lesdo cariosa) sdo os potenciais locais para
o reaparecimento da lesdo cariosa. ©® Tal observacdo permite considerar a
aplicacdo do SDF da marca comercial RivaStar® ap6s a realizacdo de uma

restauragdo dentaria com resina composta a fim de diminuir o risco de infiltracédo
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de carie dentaria, um dos principais motivos de recidivas de lesdes cariosas em

dente previamente tratados

Perante o mesmo método, os diametros formados pelas zonas de
inibicdo de crescimento da C. albicans apresentaram diferencas significativas
para as marcas comerciais Carioestop® 30%, Carioestop® 12% e Advantage
Arrest®, quando comparadas com as condi¢cdes de CHX a 0,20% e 0,12%. O
maior diametro do halo formado foi obtido com a marca comercial Advantage
Arrest®. Um estudo in vitro realizado por Nsuworks et al. (2020), em que foi
igualmente aplicado o teste por difusdo em agar, provou que o SDF da marca
comercial Advantage Arrest®, conseguiu igualmente suprimir o crescimento de

C. albicans de forma significativa: ()

No que toca a capacidade do SDF interferir com os biofilmes
microbianos, verificou-se, com 0 presente estudo, que todos os produtos
comerciais, na sua forma diluida, interferiram significativamente com a
progressdo do biofilme de E. faecalis o que permite inferir sobre a sua
capacidade de eliminar microrganismos na sua existéncia mais resistente, i.e.,
em biofilme. Num estudo semelhante, Mathew et al. (2012) também comprovou
a eficacia antibacteriana do SDF a 3,8% na eliminacdo do biofilme de E. faecalis
nos canais radiculares. Os autores salientam as vantagens do uso destes
produtos em aplicacbes de endodontia, nomeadamente, a libertacdo do dobro
da quantidade de flaor contribuindo para a formacéao de fluorapatite, e o depdsito
de prata nos tubulos dentinarios o que contribui para prevenir a reinfecédo
radicular ao evitar a formacao e a proliferacéo do biofilme. ") Mais recentemente,
Al-Madi et al. (2019) mostraram novamente a eficacia do SDF a 3,8% na
eliminacao do biofilme de E. faecalis quando inoculado em discos de dentina.(38)
No presente estudo, o produto comercial Carioestop® 30% destaca-se como
sendo aquele que mais interferiu com o biofiime de E. faecalis, para todas as

concentracOes avaliadas.

A semelhanca do microrganismo E. faecalis, sdo escassos 0s estudos
existentes sobre a atividade antimicrobiana do SDF contra biofiimes de C.
albicans. No que toca a eliminacdo do biofilme de C. albicans, verificamos que
tanto o Advantage Arrest® como o RivaStar® na sua concentracdo de 3%,

conseguem eliminar o biofilme na sua totalidade (acdo fungicida). No entanto,
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esse efeito é atenuado para concentracbes mais baixas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Alshahni et al. (2020). Para concentracdes mais
altas de SDF (38%), os autores nao verificaram crescimento de C. albicans, no
entanto, para concentragbes mais baixas (3,8%) verificaram uma reducdo do

biofilme de C. albicans, mas n&o a sua eliminacéo por completo. 9

Em suma, o SDF possui atividade antimicrobiana contra E. faecalis, S.
mutans e C. albicans, sendo os seus valores mais uniformes nas bactérias e
mais dispares na levedura. Face aos resultados obtidos e aos resultados
descritos na literatura, podemos concluir que o SDF da marca comercial
Carioestop® 30%, numa concentracéo de 3%, é um potencial farmaco a utilizar-
se para a disseminacdo de E. faecalis, perante uma endodontite, e para

aumentar o sucesso do tratamento.
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5. CONCLUSAO

De acordo com esta investigacdo, € possivel concluir que o
diaminofluoreto de prata, conhecido por SDF, tem elevado potencial na pratica
clinica da Medicina Dentéria como agente antimicrobiano contra E. faecalis, S.
mutans e C. albicans, sendo passivel de ser estudado de modo a ser incluido
em procedimentos clinicos como na irrigacdo canalar, na desinfecdo de
artefactos protésicos e protetor das restauracdes dentarias realizadas a fim de

evitar o aparecimento de lesdes cariosas secundarias.
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