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RESUMO:  

O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antibiofilme de scaffolds tridimensionais de 

nanocelulose bacteriana (BNC) incorporadas com clorexidina 0,12% (BNC/CHX), 

amoxicilina 1% (BNC/AMOX) e clindamicina 1% (BNC/CLI). Membranas sem agente 

antimicrobiano formaram o grupo controle (BNC/C). As membranas foram imersas em uma 

cultura multiespécie de E. faecalis, A. naeslundii e S. sanguinis, servindo de substrato para o 

crescimento do biofilme. Após 24h, 7 e 15 dias, o valor médio de unidades formadoras de 

colônias (UFC) foi determinado. Os dados foram analisados pelos testes Kruskal-Wallis e post 

hoc Dunn (α=5%). No período de 24h, BNC/AMOX inibiu a formação de biofilme na 

membrana, comparada aos demais grupos (P < 0,05). Contudo, os valores de UFC aumentaram 

ao longo do período experimental, sem diferença significativa comparada à BNC/C (P > 0,05). 

Por outro lado, BNC/CHX permitiu a formação densa de biofilme já em 24h, a qual aumentou 

progressivamente ao longo do período experimental, com valores de UFC semelhante ao 

controle (P > 0,05). BNC/CLI inibiu significativamente a formação de biofilme comparada à 

BNC/C apenas no período de 24h (P < 0,05); nos demais períodos, os valores de UFC foram 

semelhantes (P > 0,05). Amostras das diferentes membranas foram observadas em MEV e 

Confocal e ilustraram os resultados obtidos na análise quantitativa.  

 

INTRODUÇÃO:  

Os procedimentos endodônticos regenerativos (REPs) estão em constante 

evolução dentro da odontologia (1). Para seu êxito, três componentes são 

fundamentais: células-tronco, fatores de diferenciação celular e scaffold. (2,3,4) 

Contudo, algumas dificuldades são encontradas, como infecção persistente nos canais 

radiculares e citotoxicidade de alguns materiais scaffolds (5). 

 

 



 
 
 

 

 

Avanços nas pesquisas têm focado no uso de scaffolds (6) como a nanocelulose 

bacteriana (BNC), por possuir excelentes propriedades e permitir a imobilização de 

moléculas ativas em sua rede de nanofibras (6). Portanto, esse estudo teve como 

objetivo avaliar a atividade antibiofilme prolongada de scaffolds tridimensionais de 

BNC impregnados com clorexidina, clindamicina e amoxicilina.  
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MÉTODO:  
 

Foram utilizadas três espécies bacterianas relacionadas aos casos de necrose 

pulpar: E. faecalis, A. naeslundii e S. sanguinis. 

As BNCsl foram impregnadas com os diferentes agentes antimicrobianos, 

compondo os seguintes grupos experimentais: Grupo 1: BNC convencional (CBNsl/C) 

(controle); Grupo 2: BNCsl + clorexidina 0,12% (BNCsl/CHX); Grupo 3: BNCsl + 

clindamicina 1% (BNCsl/CLI); e Grupo 4: BNCsl + amoxicilina 1% (BNCsl/AMOX).  

Para o crescimento do biofilme, placas de cultura foram preenchidas com 1,5 

mL/poço de meio de crescimento, inoculado com a cultura multiespécie diluída 1:100. 

As membranas foram posicionadas nos poços, e serviram de substrato. O aparato foi 

incubado e após 24 horas, 7 e 15 dias, as membranas foram removidas para avaliação 

da atividade antibiofilme.  

Para a determinação do efeito antibiofilme, as membranas foram transferidas 

para recipientes com 2 mL de PBS. Os biofilmes foram removidos dos substratos por 

meio da sonicação por 15 min, e as suspensões resultantes foram diluídas (1:100). 

Alíquotas de 100 μL foram plaqueadas. As placas foram incubadas, por 24h e 48h. 

Após, o número de UFC/mL foi determinado. 

Para a avaliação qualitativa da formação ou não do biofilme nas membranas, 

amostras foram observadas em MEV e Confocal.  

Para o teste de viabilidade bacteriana o valor médio de UFC/mL para cada 

amostra, por período, foi determinado e os dados normalizados a partir da 

transformação em log10 de cada valor de UFC/mL. Os testes Kruskal-Wallis e o teste 



 
 
 

 

 

post hoc Dunn foram usados. O nível de significância foi estabelecido em 5%. As 

análises foram realizadas com o auxílio do software SPSS versão 21.0 (IBM, Armonk, 

NY, USA).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES:  

Amostras das diferentes membranas foram observadas em MEV e Confocal e 

ilustraram os resultados obtidos na análise quantitativa.  

 

Figura 1. Microrganismos aderidos do grupo controle nos períodos de 24h (a), 7 dias 

(b) e 15 dias (c).  

 



 
 
 

 

 

 

Figura 2. Microrganismos aderidos as membranas com clorexidina nos períodos de 

24h (a), 7 dias (b) e 15 dias (c).  

 



 
 
 

 

 

 

Figura 3. Microrganismos aderidos as membranas com clindamicina nos períodos de 

24h (a), 7 dias (b) e 15 dias (c).  

 



 
 
 

 

 

 

Figura 4. Microrganismos aderidos as membranas com amoxicilina nos períodos de 

24h (a), 7 dias (b) e 15 dias (c).  

  



 
 
 

 

 

 

Figura 5. Microrganismos aderidos do grupo controle nos períodos de 24h (a), 7 dias 

(b) e 15 dias (c).  

 

 

 

  



 
 
 

 

 

 

Figura 6. Microrganismos aderidos as membranas com clorexidina nos períodos de 

24h (a), 7 dias (b) e 15 dias (c).  

 



 
 
 

 

 

 

Figura 7. Microrganismos aderidos as membranas com clindamicina nos períodos de 

24h (a), 7 dias (b) e 15 dias (c).  

 



 
 
 

 

 

 

Figura 8. Microrganismos aderidos as membranas com amoxicilina nos períodos de 

24h (a), 7 dias (b) e 15 dias (c).  

 

Tabela 1. Valores médios (log10) e desvio padrão de UFCs/mL correspondente às 

bactérias aderidas às membranas incorporadas com diferentes antimicrobianos, nos 

períodos experimentais. 

Grupo Log UFCs/mL ± DP 

24 horas   7 dias 15 dias 

Controle 7,35 ± 0,22 aA 8,08 ± 0,04 abA 8,63 ± 0,2 bA 

Clorexidina  7,04 ± 0,22 aA 8,08 ± 0,03 bA 8,49 ± 0,23 bA 

Clindamicina 6,05 ± 0,21 aB 7,85 ± 0,04 bA 8,33 ± 0,24 bA 



 
 
 

 

 

Amoxicilina 4,04 ± 0,18 aC 7,9 ± 0,03 bA 8,41 ± 0,25 bA 

Different lower-case letters in the same line and different capital letters in the same 

column indicated significant difference. 

 

No período de 24h, BNC/AMOX inibiu a formação de biofilme na membrana, 

comparada aos demais grupos (P < 0,05). Contudo, os valores de UFC aumentaram ao 

longo do período experimental, sem diferença significativa comparada à BNC/C (P > 

0,05). Por outro lado, BNC/CHX permitiu a formação densa de biofilme já em 24h, a 

qual aumentou progressivamente ao longo do período experimental, com valores de 

UFC semelhante ao controle (P > 0,05). BNC/CLI inibiu significativamente a 

formação de biofilme comparada à BNC/C apenas no período de 24h (P < 0,05); nos 

demais períodos, os valores de UFC foram semelhantes (P > 0,05). 

No presente estudo, a atividade antibiofilme de scaffolds de BNC impregnados 

com clorexidina e antibióticos foi avaliada. BNC/AMOX apresentou efeito 

antibiofilme superior aos demais grupos. A amoxicilina é um antibiótico de amplo 

espectro (9), com propriedades antimicrobianas contra diversos microrganismos, 

dentre eles o E. faecalis, fortemente associado aos casos de insucesso endodôntico 

(10). Frequentemente, bactérias associadas aos abcessos endodônticos apresentam 

grande suscetibilidade a esse medicamento, quando administrado de maneira sistêmica 

(11).  

Os scaffolds incorporados com clindamicina apresentaram menor adesão 

bacteriana no período de 24h, quando comparados às BNC/CHX e BNC/C. Contudo, 

com ação inferior à BNC/AMOX. A clindamicina possui eficácia antimicrobiana 

comprovada contra um amplo espectro de bactérias encontradas em infecções 

endodônticas (7). Um estudo prévio, que também incorporou clindamicina à BNC, 

demonstrou potencial de ação antimicrobiana similar em um período de 24 h (7), no 

entanto, quando este antimicrobiano foi incorporado a outros tipos de scaffolds, 

demonstrou uma ação dependente da espécie bacteriana (12). Apesar de serem capazes 

de inibir o crescimento de variadas espécies, scaffolds incorporados com clindamicina 

têm demonstrado maior ação contra A. naeslundii, microrganismo do tipo bastonete 

(12). Tal fato pode explicar os achados do presente estudo, no qual, nas primeiras 24h, 

foi observada uma predominância de microrganismos do tipo cocos. 



 
 
 

 

 

No presente estudo, BNC/CHX apresentou resultados inferiores comparado 

aos demais grupos. A clorexidina tem sido recomendada tanto como solução irrigadora 

(12), como medicação intracanal, devido a sua atividade antimicrobiana (12). Trata-se 

de um agente antimicrobiano de amplo espetro, inclusive contra o E. faecalis (12). Sua 

eficácia, entretanto, é dependente da concentração (12), desse modo, a concentração 

de clorexidina utilizada nesse estudo (0,12mg/mL) pode ter sido inferior à necessária 

para que apresentasse o efeito bactericida esperado.  

A concentração desejável das substâncias utilizadas na desinfecção de canais 

radiculares deve ser suficiente para que se obtenha ação bactericida (16). Contudo, em 

se tratando dos REPs, uma concentração compatível à sobrevivência das células-

tronco deve ser, obrigatoriamente, respeitada (15).  

A esperada ação antimicrobiana prolongada dos scaffolds não foi evidenciada, 

visto que um crescimento significativo do biofilme multiespécie foi observado em 

todos os grupos, nos períodos de 7 e 15 dias. É possível que este achado esteja 

relacionado à liberação do fármaco inversamente proporcional à concentração 

incorporada na nanofibra, liberando uma porcentagem de fármaco menor quanto maior 

a sua carga (8). Além disso, a cinética de liberação do fármaco pode ser alterada pela 

variação do pH do microambiente local, observando-se uma maior liberação em pH 

mais baixos. A diferença no peso molecular dos antibióticos também foi apontada por 

Bottino et al. (8), como uma razão plausível para explicar as diferenças em termos de 

liberação de fármaco.  

 

CONCLUSÕES:  

Com base no exposto, pode-se concluir que BNC/AMOX demonstrou 

atividade antibiofilme eficiente contra E. faecalis, A. naeslundii e S. sanguinis em 24h. 

Contudo, o sistema de liberação lenta de fármacos não foi eficiente, visto que ao longo 

do período experimental todas as membranas permitiram a formação do biofilme 

multiespécie.  
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