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RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da solução de hipoclorito de sódio 

(NaOCl) 1%, digluconato de clorexidina (CHX) 2% e de nanopartículas de óxido zinco (Np 

ZnO) 26% contra um biofilme de Enterococcus faecalis (E. faecalis) (ATCC 29212) 

estabelecido no canal radicular. Foram utilizados 42 segmentos radiculares de 12 mm de 

comprimento a partir de dentes humanos unirradiculados hígidos. Os canais foram modelados 

pela técnica escalonada sob irrigação constante com  NaOCl 1% e, em seguida,  os segmentos 

radiculares foram esterilizados. Após, 100 µL de uma suspensão de E. faecalis foram 

inseridos nos canais, sendo renovados diariamente por 7 dias. Uma análise por meio de 

microscopia eletrônica de varredura em 2 segmentos radiculares confirmou a presença do 

biofilme. Os 40 segmentos radiculares remanescentes foram divididos aleatoriamente em 4 

grupos (n=10), de acordo com a solução irrigadora empregada: G1) solução salina 0,85% 

(controle); G2) NaOCl 1%; G3) CHX 2%; e G4) solução de Np ZnO 26%. Concluída a 

irrigação, foram coletadas as bactérias remanescentes do interior dos canais com cones 

estéreis de papel absorvente. A partir de diluições da suspensão bacteriana, alíquotas de 100 

µL foram plaqueadas em Agar Mueller-Hinton e as placas incubadas a 37ºC por 48 h. O 

conjunto de dados, representados pelos valores médios de unidades formadoras de colônias 

(UFC) para cada grupo, foi analisado estatisticamente pelos testes Kruskall-Wallis e Tukey (p 

< 0,05). A efetividade das soluções de CHX 2%, NaOCl 1% e Np ZnO 26% contra o biofilme 

intracanal de E. faecalis foi semelhante e significativamente superior à da solução salina 

0,85%.  

Palavras-chave: Biofilme, desinfecção, Enterococcus faecalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

 

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of sodium hypochlorite 

(NaOCl), chlorhexidine digluconate (CHX) and a zinc oxide nanoparticles (Np ZnO) 

solutions against E. faecalis biofilm (ATCC 29212) established in the root canal. To perform 

the experiment, 42 root segments with 12mm-length were prepared from higid single rooted 

human teeth. The root canals were prepared by step back technique under 1% NaOCl 

irrigation, and then sterilized. After that, the root canals were inoculated with 100 µL-aliquot 

of E. faecalis suspension, which was renewed daily for 7 days. Analysis of two root segments 

by scanning electron microscopy confirmed the presence of biofilm. The other 40 segments 

were randomly divided into 4 groups, and irrigated with 3 different solutions: G1) 0.85% 

saline solution (control group); G2) 1% NaOCl; G3) 2% CHX; and G4) 26% Np ZnO 

solution. After completing the irrigation protocol, collection of remaining bacteria was 

performed using sterile absorbent paper tips. Aliquotes of serial dilutions prepared from the 

bacteria collected from the infected paper tips were plated in Muller-Hinton agar from 

dilutions of bacterial suspensions, and plates were incubated at 37
o
 C for 48 h. Results of the 

mean values of colony forming units (CFU) of each group were presented and statistically 

analyzed by Kruskall-Wallis and Tukey tests (p < 0.05). The effectiveness of 2% CHX, 1% 

NaOCl and 26% Np ZnO solutions against E. faecalis biofilm was similar, and significantly 

higher than 0.85% saline.  

 

Keywords: Biofilm, disinfection, Enterococcus faecalis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Uma das principais causas do insucesso do tratamento endodôntico é a infecção 

persistente no sistema de canais radiculares (PORTENIER, WALTIMO e HAAPASALO, 

2003; DE PAZ, 2007; ALVES et al., 2013). Nestes casos, a microbiota caracteriza-se como 

uma monoinfecção com predomínio de micro-organismos Gram positivos e com 

aproximadamente igual proporção de anaeróbios facultativos e obrigatórios (FIGDOR e 

SUNDQVIST, 2007).  

O Enterococcus faecalis é um micro-organismo Gram positivo, anaeróbio facultativo e 

a principal espécie bacteriana correlacionada ao fracasso do tratamento endodôntico, sendo 

isolado na maioria dos canais (22% a 77%) com necessidade de retratamento endodôntico 

(MOLLER, 1996; MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998; PECIULIENE et al 

2000; HANCOCK et al., 2001; PINHEIRO et al., 2003; SIQUEIRA e RÔÇAS, 2004; 

FOUAD et al., 2005; GOMES et al., 2008). 

Além da complexidade anatômica, a dificuldade de eliminação do E. faecalis também 

está relacionada a fatores como sua alta resistência às substâncias químicas utilizadas durante 

a terapia endodôntica (PORTENIER, WALTIMO e HAAPASALO, 2003) e sua capacidade 

de sobreviver de forma isolada, sem a necessidade de suporte de outras bactérias 

(KAYAOGLU, ERTEN e ØRSTAVIK, 2008). Além disso, o E. faecalis possui a habilidade 

de penetrar nos túbulos dentinários, se aderir fortemente às paredes de dentina (SEDGLEY, 

LENNAN e APPELBE 2005; CHIVATXARANUKUL, DASHPER e MESSER, 2008) e 

principalmente, se organizar na forma de biofilme (LOVE, 2001; RADCLIFFE et al., 2004). 

O biofilme microbiano pode ser definido como uma população de micro-organismos 

embebida em seus próprios produtos extracelulares, os quais formam uma matriz que confere 

estabilidade mecânica ao biofilme, ao mesmo tempo em que impede o contato direto dos 

agentes antissépticos com os micro-organismos (SVENSÄTER e BERGENHOLTZ, 2004; 

ARIAS-MOLIZ et al., 2010). Além disso, os micro-organismos presentes no biofilme 

apresentam maior resistência aos agentes antimicrobianos (CLEGG et al., 2006)  e às células 

de defesa do hospedeiro quando comparados aos micro-organismos planctônicos (DE PAZ, 

2007).  

Na tentativa de aumentar o nível de desinfecção do sistema de canais e, 

consequentemente, o índice de sucesso dos tratamentos endodônticos, diversas substâncias 

químicas têm sido propostas como auxiliares do preparo mecânico. Merecem destaque o 

hipoclorito de sódio (NaOCl) de 1% a 6% (DUNAVANT et al., 2006, WILLIAMSON, 
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CARDON e DRAKE 2009; BHUVA et al., 2010; DE PAZ, BERGENOLTZ e SVENSATER, 

2010; OZDEMIR et al., 2010; PRABHAKAR et al., 2010; BACA et al., 2011; DAGNA et 

al., 2011; STOJICIC et al., 2011; CASE et al., 2012; RAHIMI et al., 2012; MEIRE et al., 

2012), as substâncias tensoativas (BARBIN, 1999), os quelantes, como o ácido etileno 

diaminotetracético (EDTA) (ÇALT e SERPER, 2000), os peróxidos (HELING e 

CHANDLER, 1998), o digluconato de clorexidina (CHX) (LIMA, FAVA e SIQUEIRA JR, 

2001) e algumas associações (ESTRELA, 2000).  

O NaOCl é um efetivo agente antimicrobiano, solvente de matéria orgânica, com 

baixa tensão superficial e ação desodorizante (SIQUEIRA JR et al., 1997). Em suas diversas 

concentrações, o NaOCl tem demonstrado maior poder de eliminação do biofilme de E. 

faecalis quando comparado a outras soluções irrigadoras (DE PAZ, BERGENOLTZ e 

SVENSATER, 2010; CASE et al., 2012). Contudo, esse produto não é 100% efetivo. Mesmo 

após a realização do tratamento endodôntico convencional sob irrigação com NaOCl e 

aplicação de hidróxido de cálcio como medicação intracanal, micro-organismos e biofilmes 

viáveis ainda podem ser detectados na complexidade do sistema de canais radiculares (NAIR 

et al., 2005; RICUCCI e SIQUEIRA, 2010). 

A CHX é um composto halogenado, aplicado em endodontia como solução irrigadora 

ou medicação intracanal, na forma de solução aquosa ou gel, nas concentrações de 0,2 a 2% 

(ZERELLA, FOUAD e SPANGBERG, 2005). Possui um espectro antimicrobiano amplo e de 

longa duração, principalmente contra o E. faecalis (GOMES et al., 2001). A ação 

antimicrobiana prolongada é decorrente da propriedade de substantividade que a CHX 

apresenta, ou seja, sua capacidade de adsorção à dentina e subsequente liberação no meio, na 

sua forma ativa (ZEHNDER, 2006). Apesar de ser uma alternativa ao uso do NaOCl, a CHX 

não é capaz de erradicar as bactérias do canal radicular (SIQUEIRA, RÔÇAS e LOPES, 

2010).  

Portanto, fica evidente a necessidade de desenvolvimento de soluções irrigadoras 

capazes de promover a completa desinfecção e eliminação do biofilme presente em canais 

infectados. 

É de conhecimento que os metais apresentam propriedades bactericidas e 

bacteriostáticas (PHAN et al., 2004). Há muitos anos, o zinco (Zn
2+

) tem sido utilizado como 

principal constituinte dos cimentos endodônticos, os quais demonstram resultados positivos 

em relação ao efeito antimicrobiano (KISHEN et al., 2008). O uso de nanopartículas de óxido 

de zinco (Np ZnO), na forma de solução, também tem proporcionado excelente resultado 

quanto à eliminação e a desagregação da estrutura do biofilme intracanal de E. faecalis 
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(SHRESTHA, ZHILONG e GEE, 2010). Devido ao seu pequeno tamanho, as nanopartículas 

apresentam uma maior superfície de contato em comparação a outras formulações. Logo, 

existe uma maior atração eletrostática e ligação à membrana celular bacteriana (JUNG et al., 

1999; RABEA et al., 2003; SONDI e SALOPEK-SONDI, 2004; KISHEN et al,. 2008), com 

subsequente aumento da permeabilidade, mudanças estruturais no interior da célula e, por 

conseguinte, a lise bacteriana (PERCIVAL, BOWLER e DOLMAN, 2007). 

Tendo em vista o potencial antimicrobiano, as Np ZnO parecem aptas a contribuir 

para uma melhor desinfecção do sistema de canais radiculares (HERNÁNDEZ-SIERRA, 

2008). Contudo, sua efetividade contra um biofilme estabelecido no canal radicular ainda é 

desconhecida. Diante do exposto, seguem os objetivos do trabalho. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Diversas soluções irrigadoras têm sido utilizadas durante o preparo dos canais 

radiculares na tentativa de promover a completa desinfecção e eliminação do biofilme. A 

presente revisão apresenta os trabalhos mais relevantes que investigaram a efetividade das 

soluções de NaOCl, CHX e Np ZnO contra o biofilme microbiano. 

 

2.1 Hipoclorito de sódio  

O NaOCl possui ação antimicrobiana contra um amplo espectro de micro-organismos, 

dentre eles bactérias, fungos e vírus (ZEHNDER, 2006). Seu efeito bactericida ocorre devido 

à ação oxidativa do ácido hipocloroso (HClO) não dissociado sobre os grupos sulfidrila das 

enzimas bacterianas, com consequente interferência nas funções metabólicas, o que leva à 

morte bacteriana (SEET et al., 2012). 

Oliveira et al. (2007) compararam, in vitro, a atividade antimicrobiana do NaOCl 

1,5% e 5,25%, e do gel de  CHX 2% contra um biofilme de E. faecalis. Oitenta pré-molares 

inferiores unirradiculados foram instrumentados até a lima Ni-Ti #25, autoclavados e 

incubados por 7 dias com uma cultura de E.  faecalis. Em seguida, os dentes foram divididos 

aleatoriamente em 3 grupos (n=20), de acordo com a solução irrigadora empregada no 

preparo do canal radicular: G1) gel de CHX 2%; G2) NaOCl 1,5% e G3) NaOCl  5,25%. Os 

grupos-controle (n=10) foram irrigados com as seguintes soluções: G4) água (grupo-controle 

1); e G5) gel natrosol (grupo-controle 2). A ação antimicrobiana das soluções irrigadoras foi 

avaliada em 3 diferentes períodos: S1-inicial (antes do preparo do canal radicular); S2-pós-

tratamento (imediatamente após o preparo do canal radicular); e S3-final (7 dias após o 

preparo do canal radicular). Após a realização do protocolo de irrigação em cada período 

experimental, os canais foram irrigados com 3 mL de solução salina estéril e secos com cones 

de papel absorvente, os quais foram subsequentemente inseridos em frascos contendo 1 mL 

de caldo Brain Heart Infusion (BHI) estéril. Os frascos foram agitados em um misturador 

mecânico por 1 minuto e 10 diluições em série foram realizadas. Alíquotas de 50 µl foram 

plaqueadas em Agar sangue em triplicata, e as placas incubadas aerobicamente a 37°C 

durante 48 h. Após este período, foi feita a contagem de UFC. O gel de CHX 2% e o NaOCl 

5,25% reduziram significativamente o número de UFC viáveis imediatamente e 7 dias após o 

preparo do canal radicular (períodos S2 e S3, respectivamente). Já o NaOCl 1,5% erradicou o 

biofilme apenas imediatamente após o preparo  do canal radicular (período S2). Após 7 dias, 
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houve um aumento considerável no número de UFC viáveis, sem diferença estatística quando 

comparado aos grupos-controle. Os autores concluíram que o NaOCl 5,25% e a CHX 2% 

possuem um excelente potencial na redução do biofilme de E. faecalis. 

Arias-Moliz et al. (2009) avaliaram a concentração mínima de NaOCl, CHX e dos 

ácidos Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA), cítrico e fosfórico para a eliminação de um 

biofilme de 24 h de E. faecalis após 1, 5 e 10 min de exposição às soluções. O inóculo de E. 

faecalis foi inserido em uma microplaca de 96 poços e incubado por 24h. Em seguida, o 

biofilme de E. faecalis foi exposto a 5 soluções irrigadoras, em 10 diferentes concentrações, a 

partir da concentração inicial (n=30): G1) NaOCl 0,1%; G2) CHX 4%; G3) EDTA 17%; G4) 

ácido cítrico 25%; e G5) ácido fosfórico 5%. Após o contato das soluções irrigadoras com o 

biofilme, alíquotas de 10µl foram plaqueadas em Agar BHI e as placas incubadas a 37
o
C por 

24 h. Em seguida, foi realizada a contagem de UFC. O NaOCl 0,00625% foi a solução mais 

efetiva, sendo capaz de eliminar o biofilme de E. faecalis após 1 minuto. A CHX 2% 

erradicou o biofilme após 5 min. O EDTA e as soluções de ácido cítrico e fosfórico não foram 

eficientes na eliminação do biofilme em nenhuma das concentrações ou períodos testados.  

De Paz, Bergenoltz e Svensater (2010) avaliaram, ex vivo, o efeito antimicrobiano das 

soluções de CHX 2,5%, EDTA (50mmol/L) e NaOCl 1% contra biofilmes isolados de 24 h de 

E. faecalis, Lactobacillus paracasei e Streptococcus gordonii presentes no canal radicular de 

dentes humanos. Os biofilmes foram expostos por 5 min às diferentes soluções e, então, 

caracterizados por meio de marcadores fluorescentes direcionados à integridade da membrana 

celular e à atividade metabólica bacteriana. O NaOCl 1% afetou a integridade das membranas 

celulares de todos os micro-organismos e removeu a maioria dos biofilmes, apresentando 

atividade antimicrobiana superior à das outras soluções testadas.  

Em 2014, Zand et al. avaliaram a capacidade antimicrobiana do NaOCl 1%, NaOCl 

2,5% e da terapia fotodinâmica (PDT) contra biofilmes de E. faecalis em diferentes estágios 

de maturação. A partir de 120 incisivos centrais superiores foram obtidos segmentos 

radiculares de aproximadamente 12 mm de comprimento. Os canais foram preparados no 

sentido coroa-ápice com brocas Gates-Glidden #4 a #1 e instrumentados até a lima K-file #60, 

sob irrigação com soro fisiológico.  Em seguida, os canais foram irrigados por 3 min com 

NaOCl 5,25% e por mais 3 min com EDTA 17%, seguido por uma irrigação final com 

tampão fosfato salino (PBS). Ao final, os segmentos radiculares foram esterilizados e os 

canais inoculados com uma cultura de E. faecalis. Após 4, 6 e 8 semanas, os segmentos 

radiculares foram divididos em 4 grupos de acordo com a solução irrigadora utilizada (n=10): 

G1) PBS por 10 min; G2) PDT; G3) NaOCl 1% por 10 min; e G4) NaOCl 2,5% por 10 min. 
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Concluído o protocolo de irrigação, discos de dentina foram obtidos a partir dos segmentos 

radiculares, imersos em 2 mL de soro fisiológico e agitados em vortex. Em seguida, foram 

realizadas diluições sucessivas de cada suspensão e alíquotas de 10µL foram plaqueadas em 

Agar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a 37
o
C por 48 h e o biofilme de 3 segmentos 

radiculares de cada grupo foram observados por meio de MEV. A PDT e o NaOCl 2,5% 

eliminaram completamente o biofilme nos seus 3 estágios de maturação, enquanto que o 

NaOCl 1% eliminou 81% do biofilme de 4 semanas, 85% do biofilme de 6 semanas e 78% do 

biofilme de 8 semanas.  

Apesar de sua reconhecida ação antibacteriana e elevado poder de dissolução de 

matéria orgânica, o NaOCl apresenta algumas características indesejáveis, como a alta 

citotoxicidade aos tecidos periapicais (PASHLEY et al., 1985; JEANSONNE e WHITE, 

1994; KURUVILLA et al, 1998;), o odor e o gosto desagradáveis (ALVES et al., 2013) e o 

efeito de promover alterações na adesividade de materiais restauradores (FOUAD, 2011). 

 

2.2 Digluconato de clorexidina 

A CHX é um excelente agente antimicrobiano (LEONARDO et al., 1999), utilizada 

em diferentes concentrações e em diferentes produtos, como antissépticos bucais, dentifrícios, 

gomas de mascar, entre outros. Em altas concentrações apresenta forte efeito bactericida, pois 

é capaz de romper a parede celular e provocar a coagulação dos constituintes intracelulares 

(ROLLA e MELSEN, 1975). 

O emprego da CHX em Endodontia como solução irrigadora tem sido indicado não 

somente pelo seu efeito bactericida, como também pelas propriedades de biocompatibilidade 

(JEANSONNE e WHITE, 1994; WHITE, HAYS e JANER, 1997; FERRAZ et al., 2001; 

TANOMARU FILHO, LEONARDO e SILVA, 2002; GOMES FILHO et al., 2008) e 

substantividade (DELANY et al., 1982; WHITE, HAYS e JANER 1997; LEONARDO et al., 

1999; FERRAZ et al., 2001; GOMES et al., 2001; LIN, MICKEL e CHOGLE, 2003; OKINO 

et al., 2004; SIQUEIRA e RÔÇAS, 2007). 

Em 2001, Ferraz et al. avaliaram a capacidade antimicrobiana e a limpeza (remoção de 

debris das paredes do canal radicular) promovida pela CHX 2% gel e líquida e pelo NaOCI 

5,25%. Setenta dentes unirradiculados tiveram seus canais alargados com limas Hedstroem 

#35. Após, foram imersos por 10 min em EDTA 17%, seguido por 10 min em NaOCl 5,25%, 

e então esterilizados. Em seguida, os canais foram inoculados com uma cultura de E. faecalis 

e os dentes incubados por 48h. Posteriormente, foram divididos em 5 grupos de acordo com a 
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solução irrigadora empregada (n=14): G1) CHX 2% gel; G2) CHX 2% líquida; G3) NaOCI 

5,25%; G4) água (grupo-controle 1); e G5) gel de natrozol (grupo-controle 2). Após a 

irrigação com 3 mL da solução irrigadora, os canais radiculares foram secos com cones 

estéreis de papel absorvente, os quais foram inseridos em frascos contendo 5 mL de caldo 

BHI estéril. Os frascos foram agitados e incubados a 37°C por 2 dias. A ocorrência de 

turbidez nos frascos foi indicativa da presença de bactérias remanescentes no canal radicular. 

Cinco dentes de cada grupo foram observados por meio de MEV para verificação do nível de 

limpeza das paredes do canal radicular. Não houve diferença significativa entre as soluções 

em relação à capacidade antimicrobiana. Porém, o nível de limpeza proporcionado pela CHX 

2% gel foi superior ao da CHX 2% líquida e do NaOCI 5,25%. 

Zamany, Safavi e Spangberg (2003) investigaram, in vivo, se a adição de CHX 2% a 

um protocolo de tratamento endodôntico convencional aumentaria o nível de desinfecção do 

sistema de canais radiculares. Vinte e quatro dentes com polpas necrosadas e lesões 

periapicais foram tratados endodonticamente sob irrigação com NaOCl  1%. Metade dos 

dentes recebeu CHX 2% como solução irrigadora adicional. Após a irrigação, amostras foram 

coletadas do canal radicular com cones estéreis de papel absorvente. Os cones foram 

transferidos para tubos contendo meio de Tioglicolato de Sódio e incubados a 37ºC, por até 4 

semanas. Os tubos foram constantemente observados a fim de determinar a presença de 

contaminação através da turbidez. Foi evidenciada presença bacteriana em 7 dos 12 canais 

irrigados somente com NaOCl 1%, e em apenas 1 dos 12 canais que receberam CHX 2% 

como irrigante adicional. Os resultados demonstraram que a adição de CHX 2% ao protocolo 

convencional de irrigação melhorou a taxa de desinfecção dos canais radiculares. No entanto, 

a desinfecção total do sistema de canais radiculares não foi atingida. 

Tanomaru Filho et al. (2006) avaliaram, in vivo, o efeito antimicrobiano da CHX 2% 

gel e líquida e do NaOCl 2,5% como soluções irrigadoras. Inicialmente, foram induzidas 

lesões no periápice de 78 pré-molares de cães. Em seguida, os dentes foram divididos em 3 

grupos conforme a solução irrigadora utilizada no preparo biomecânico dos canais (n=20): 

G1) NaOCl 2,5%; G2) CHX 2%, e G3) solução salina. No grupo 4 (grupo-controle, n=18) 

não foram realizados o preparo biomecânico e a irrigação dos canais. Amostras do conteúdo 

do canal radicular foram coletadas com 2 cones estéreis de papel absorvente antes e 30 dias 

após a irrigação. Os cones foram inseridos em tubos contendo meio de transporte líquido. Em 

seguida, os tubos foram agitados em vortex e, após 10 diluições em série, um volume de 50 

µL de cada diluição foi plaqueado em meio Agar. Após, as placas foram incubadas a 37ºC por 

24 a 48 h para posterior contagem de UFC. Os resultados demonstraram que o gel de CHX 
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2% foi mais efetivo do que o NaOCl 2,5% na redução do número de micro-organismos nos 

canais radiculares.  

Wang et al. (2007) analisaram, in vivo, a eficiência do gel de CHX 2% na redução 

bacteriana intracanal. Foram avaliados 43 dentes com pericementite apical. Amostras do 

conteúdo dos canais radiculares foram coletadas com cones de papel absorvente estéreis em 3 

diferentes períodos: S1 - antes da instrumentação; S2 - após o preparo dos canais radiculares e 

irrigação com gel de CHX 2%; e S3 - após 2 semanas de medicação intracanal de gel de CHX 

2% associado à pasta de hidróxido de cálcio. Os cones de papel absorvente foram imersos em 

1 mL de soro fisiológico e agitados em vortex. Em seguida, foram realizadas diluições 

sucessivas de cada suspensão e alíquotas de 10 µL foram plaqueadas em meio Agar. As 

placas foram incubadas a 37ºC por 7 dias para posterior contagem de UFC. Os resultados 

indicaram que a irrigação com gel de CHX 2% (S2) foi eficaz na desinfecção dos canais 

radiculares, reduzindo 89,7% das UFC viáveis quando comparado ao período S1. Quando o 

gel de CHX 2% foi utilizado como medicação intracanal associado à pasta de hidróxido de 

cálcio (S3) houve uma redução de 91,7% das UFC viáveis.  

Em 2012, Wang, Shen e Haapasalo avaliaram, ex vivo, o efeito antibacteriano das 

soluções de NaOCl 2% e 6%, CHX 2% e ácido poliaminocarboxílico e surfactante (QMiX) 

sobre biofilmes novos e maduros de E. faecalis formados nos túbulos dentinários. Vinte 

dentes unirradiculados foram seccionados de forma a se obter 40 semicilindros de dentina. 

Primeiramente, os espécimes de dentina foram contaminados por meio do método de 

centrifugação com uma suspensão de E. faecalis. Em seguida, metade dos espécimes foi 

incubado a 37ºC por 1 dia e a outra metade, por 3 semanas. Após o período de incubação, os 

espécimes de dentina foram expostos às soluções irrigadoras por 1 e 3 min. Em seguida, as 

bactérias remanescentes nos túbulos dentinários foram coradas com corante fluorescente 

indicador de viabilidade celular LIVE/DEAD, para posterior análise por meio de microscopia 

eletrônica confocal de varredura (CLSM). A CHX 2% mostrou atividade de desinfecção 

similar a do NaOCl 2% sobre os biofilmes novos e maduros -13 a 24% de eliminação do 

biofilme, contra 26 a 54% de redução do biofilme promovida pelo NaOCl 6% e QMiX.  

Apesar de desempenhar importante papel durante o preparo dos canais radiculares em 

razão de sua ação antimicrobiana e da sua propriedade de substantividade, a CHX possui um 

grande inconveniente: a incapacidade de dissolver matéria orgânica (VIVAQUA-GOMES et 

al., 2002), mesmo se utilizada na forma de gel (VIVACQUA-GOMES et al., 2002, VIANNA 

et al., 2004). 
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2.3 Nanopartículas de óxido de zinco 

As Np ZnO apresentam excelente atividade antimicrobiana (PADMAVATHY e 

VIJAYARAGHAVAN, 2008). Atuam principalmente contra bactérias gram positivas 

(OPREA et al., 2014), devido à interação química e física com compostos específicos 

presentes na parede celular bacteriana (ZHANG et al., 2010).  

O mecanismo pelo qual as Np ZnO desenvolvem sua atividade antimicrobiana ainda é 

motivo de investigação (JIANG, MASHAYEKHI e XING, 2009; AMORNPITOKSUK et al., 

2011). É sabido que esta atividade é influenciada pelo pequeno tamanho da partícula (JUNG 

et al., 1999; RABEA et al., 2003; SONDI e SALOPEK-SONDI, 2004; KISHEN et al,. 2008) 

e culmina com a morte celular da bactéria (YAMAMOTO, SAWAI e SASAMOTO, 2000; 

NOWACK e BUCHELI, 2007; RASMUSSEN et al., 2010).  

Na Odontologia, mais especificamente em Endodontia, ainda são poucos os estudos 

envolvendo Np ZnO.  

Kishen et al. (2008) avaliaram a capacidade antimicrobiana de um cimento 

endodôntico à base de óxido de zinco e eugenol misturado a três tipos de nanopartículas: Np 

ZnO, Np de quitosana (CS), uma mistura de Np ZnO e de CS, e Np ZnO com revestimento de 

várias camadas de CS. Doze cones de papel absorvente foram imersos, por 10 min, em uma 

cultura de E. faecalis de 8 h. Depois, esses cones foram mantidos, por 30 min, em contato 

direto com o cimento endodôntico à base de óxido de zinco e eugenol misturado aos 

diferentes tipos de nanopartículas (n=4). Em seguida, os cones de papel absorvente foram 

transferidos para frascos contendo 2 mL de tampão fosfato-salino. Para promover a remoção 

das bactérias remanescentes aderentes aos cones de papel, os frascos foram agitados em 

vortex durante 30 segundos, seguido por ultrassom durante 7 min. Após a realização de 

diluições em série da solução contida nos frascos, alíquotas de 100 µL foram plaqueadas para 

determinação do número de UFC viáveis. Cones de papel absorvente sem contato com o 

cimento endodôntico foram utilizados como grupo-controle positivo, e cones de papel em 

contato apenas com os cimentos endodônticos como grupo-controle negativo. Com a adição 

de Np ZnO e Np CS ao cimento endodôntico, o número de células bacterianas viáveis 

aderidas aos cones de papel absorvente diminuiu em comparação ao grupo-controle positivo. 

Além disso, a adição da mistura de Np ZnO e CS ao cimento não resultou em maior 

capacidade antimicrobiana comparada à adição de Np ZnO. Os autores concluíram que a 

adição de Np ZnO e Np CS melhora a eficácia antibacteriana do cimento endodôntico à base 

de óxido de zinco e eugenol.  
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Jiang, Mashayekhi e Xing (2009) investigaram o efeito antimicrobiano promovido por 

diferentes tipos de nanopartículas adicionadas às suspensões de Bacillus subtilis, Escherichia 

coli e Pseudomonas fluorescens por 1 dia. Oito grupos foram formados, para cada espécie 

bacteriana, de acordo com o tipo de nanopartícula adicionada: Np de óxido de alumínio 

(Al2O3), Np de dióxido de silício (SiO2), Np ZnO, Al2O3, SiO2, ZnO, Zn
2+

 e grupo-controle 

positivo – somente a suspensão bacteriana. Após a adição de 100 µL de cada nanopartícula às 

suspensões bacterianas, os tubos foram agitados em vortex e incubados, no escuro, sob 

agitação constante, a 30°C durante 2 h. Placas contendo meio Agar foram semeadas com 

alíquotas provenientes de cada tubo e incubadas por 24 h para posterior contagem de UFC. Os 

autores observaram que as Np ZnO foram mais eficazes em reduzir a viabilidade das espécies 

bacterianas do que as outras nanopartículas. 

Shrestha, Zhilong e Gee (2010) testaram, in vitro, a eficácia de Np CS e Np ZnO 

contra o E. faecalis, na forma de biofilme (7 dias) e planctônica. Concentrações de 2, 5, 10 e 

20 mg/mL de ambas as nanopartículas foram testadas. Células bacterianas foram cultivadas 

em poços de microplacas e submetidas aos dois tipos de nanopartículas e água deionizada 

estéril (controle). Após a adição das soluções aos poços contendo o biofilme ou bactérias 

planctônicas, as placas foram incubadas a 37°C e agitação constante de 100 rpm, por 12 h. 

Em seguida, foram realizadas diluições em série de cada solução. Cem microlitros de cada 

amostra foram plaqueados em meio Agar, e as placas incubadas por 24 h a 37°C, para 

posterior determinação do número de UFC. A viabilidade do biofilme após o tratamento com 

nanopartículas foi avaliado por meio de microscopia confocal. Os autores observaram que 

tanto Np CS quanto Np ZnO, em todas as concentrações, exceto 2 mg/mL, foram capazes de 

eliminar totalmente as bactérias na forma planctônica e reduzir significativamente a espessura 

do biofilme. As Np ZnO 20 mg/mL conseguiram erradicar o biofilme de E. faecalis. 

Com base no exposto, fica evidente a necessidade de mais pesquisas envolvendo Np 

ZnO, principalmente para uso em Endodontia, na forma de solução irrigadora, uma vez que 

seu potencial antimicrobiano parece promissor. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar, ex vivo, a efetividade das soluções de hipoclorito de sódio, digluconato de 

clorexidina e de nanopartículas de óxido de zinco contra o biofilme de E. faecalis estabelecido 

na superfície do canal radicular. 

  

3.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Avaliar e comparar, por meio de contagem de unidades formadoras de colônias, 

a efetividade das soluções de hipoclorito de sódio 1%, digluconato de clorexidina 2%, 

nanopartículas de óxido de zinco 26% e solução salina 0,85% contra o biofilme de E. faecalis 

estabelecido na superfície do canal radicular. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Preparo dos espécimes 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o parecer de número 359.070 

(ANEXO A).  

Para a realização deste estudo, foram selecionados 42 dentes humanos 

unirradiculados, com canais únicos e retos, extraídos por razões alheias a esta pesquisa e 

doados pelos pacientes através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APÊNDICE 

A). Todos os dentes foram armazenados em solução de formol 10% até o início do 

experimento. 

As coroas de todos os dentes foram removidas, de forma a se obter segmentos 

radiculares de aproximadamente 12 mm de comprimento. Com o auxílio de uma lima K #10 

(Dentsply Maillefer, Ballaiques, Switzerland), foi estabelecida a patência apical. Todos os 

canais foram limpos e modelados, no sentido coroa-ápice, por meio de brocas Gates-Glidden 

#3 e #2, seguido de limas FF (Dentsply Maillefer). O stop apical (1 mm aquém do forame 

apical = comprimento de trabalho) foi confeccionado com limas Flexofile #35. Um 

reservatório de 3 mm de profundidade foi confeccionado na porção cervical do canal com 

broca Gates-Glidden #4. Durante o preparo foi realizada uma irrigação com NaOCl 1% a cada 

troca de instrumento. Uma irrigação final foi realizada com EDTA 17% por 3 min e  NaOCl 

1% por 3 min. 

Com exceção da porção cervical e entrada do canal, a superfície externa de todos os 

segmentos, incluindo o forame apical, foi impermeabilizada com duas camadas de adesivo 

epóxi (Araldite de presa rápida, Ciba-Geigy AS, Taboão da Serra, SP, Brasil). Os segmentos 

radiculares foram individualmente montados e fixados em dispositivos de vidro específicos e, 

em seguida, esterilizados com gás de óxido de etileno (ACECIL, Central de Esterilização 

Com. Ind. Ltda., Campinas, SP, Brasil).  

 

4.2 Formação do biofilme  

 

O inóculo foi preparado a partir de uma única colônia de Enterococcus faecalis 

(ATCC 29212) em caldo TSB. A formação do biofilme no interior dos canais foi realizada 

sob condições assépticas. Alíquotas de 0,2 mL do inóculo de E. faecalis foram introduzidas 

nos canais radiculares com o auxílio de seringas e agulhas estéreis, sendo renovadas, 
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diariamente, durante 7 dias. Os dispositivos contendo os segmentos radiculares foram 

incubados a 37ºC durante o período experimental.  

 

4.3 Confirmação da formação do biofilme 

 

Para confirmar a formação de biofilme, 2 segmentos radiculares foram preparados 

para análise em MEV. Os segmentos foram fixados em glutaraldeído 2,5% tamponado com 

cacodilato 0,2 M durante 12 h a 4ºC, seccionados longitudinalmente, lavados em tampão 

cacodilato 0,2 M durante 1 h com duas trocas, desidratados (em concentrações ascendentes de 

álcool etílico - 25%, 50%, 75% e 95% por 20 min cada, e 100% por 1 h), montados em stubs, 

recobertos com ouro (300Å), e observados por meio de MEV, operando a 10 kW, nos 

aumentos de 1.000x, 2.000x e 3.000x.  

 

4.4 Grupos experimentais e soluções irrigadoras 

Os segmentos radiculares foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais 

(n=10), de acordo com a solução irrigadora empregada: G1) solução salina 0,85% (controle 

positivo); G2) NaOCl 1%; G3) CHX 2% G4) solução de Np ZnO 26%. Em cada segmento 

radicular foi realizada uma irrigação com auxílio de seringa e agulha estéreis. A agulha, 

calibrada em 10 mm, foi introduzida no espaço do canal radicular com movimentos de vai e 

vem e 5 mL da solução foram injetados durante 5 min (1mL/min). 

4.5 Contagem de UFC 

Imediatamente após a irrigação, 3 cones de papel absorvente calibre #35 foram 

inseridos consecutivamente no interior do canal radicular de todos os segmentos e mantidos 

por 1 min. Em seguida, os cones foram transferidos para um tubo Eppendorf estéril contendo 

1 mL de solução salina. O tubo foi submetido à vibração em vortex por 30 s a fim de 

promover a remoção das bactérias e agregados bacterianos aderidos aos cones de papel. A 

partir dessa suspensão bacteriana inicial foram feitas diluições decimais sucessivas. Uma 

alíquota de 100 µL foi removida dos tubos correspondentes às diluições de 100x e 1.000x, 

pipetadas e plaqueadas em triplicata em Agar Mueller Hinton. As placas foram incubadas a 

37ºC por 48 h e, após este período, as UFC foram contadas.  
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4.6 Avaliação da presença do biofilme 

De forma similar aos procedimentos descritos no item 4.3, 3 segmentos radiculares de 

cada grupo foram preparados e observados sob MEV. 

4.7 Análise estatística 

 

O conjunto de dados, representados pelos valores médios de UFC para cada grupo, foi 

analisado estatisticamente pelos testes Kruskall-Wallis e Tukey post hoc em um nível de 

significância de 5%.  
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5. RESULTADOS 

 

A análise realizada, por meio de MEV, após o período de incubação de 7 dias, 

confirmou a presença de biofilme no interior do canal radicular (Figura 1). 

 

 

 

 

 

Os dados referentes aos resultados da contagem de UFC (média, mediana e 

desvio padrão) após o uso de cada solução estão expressos na Tabela 1 e Gráfico 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Fotomicrografia de uma amostra do G1 evidenciando a presença do biofilme sobre a 
superfície dentinária do canal radicular após o período de incubação de 7 dias com E. faecalis (3.000x). 
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Tabela 1 Valores das médias, mediana e desvio padrão observados após o uso das diferentes 

soluções.  

* Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). 

 

 

 

Gráfico 1 Box plot do número de UFC para cada grupo, ilustrando os valores médios, 

mínimos e máximos de UFC, mediana e desvio padrão. 

 

 

Grupos Solução Média* 

(UFC/mL) 

Mediana 

(UFC/mL) 

DP 

(UFC/mL) 

1 Salina 1,03x10
4 A

 7,7x10
3
 1x10

4
 

2 NaOCl 1% 6x10
2 B

 1,5x10
2
 8,9x10

2
 

3 CHX 2% 7,2x10
2 B

 3,5x10
2
 13,9x10

2
 

4 Np ZnO 26% 4,1x10
2 B

 1x10
2
 6,07x10

2
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As soluções de NaOCl 1%, CHX 2% e Np ZnO 26% apresentaram efetividade 

contra o biofilme de E. faecalis significativamente superior à da solução salina (Tukey 

post hoc, p < 0,05 – Tabela 1).  

A irrigação com NaOCl 1% e CHX 2% foram capazes de reduzir em 94,17% e  

93,20%, respectivamente, as UFC viáveis, quando comparada à irrigação com solução 

salina.  

O uso da solução de Np ZnO 26% promoveu o maior grau de desinfecção, 

reduzindo 96,11% das UFC viáveis quando comparada à solução salina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Fotomicrografia mostrando a presença de um denso biofilme na superfície do canal radicular 
após irrigação com  solução salina 0,85% (4.000x). 
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Figura 2 - Fotomicrografia de uma amostra do G2 mostrando a superfície dentinária após irrigação 

com NaOCl 1%: presença de biofilme parcialmente estruturado (3.000x). 

Figura 3 - Fotomicrografia de uma amostra do G3 mostrando a superfície dentinária após irrigação 

com CHX 2%: presença de biofilme parcialmente estruturado (3.000x). 
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Figura 5 - Fotomicrografia de uma amostra do G4 mostrando a superfície dentinária após irrigação 

com Np ZnO 26%: presença de pequenos aglomerados bacterianos (3.000x). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Além da instrumentação, a desinfecção do sistema de canais radiculares está 

diretamente relacionada à capacidade antimicrobiana das soluções irrigadoras, as quais 

assumem importância fundamental no prognóstico do tratamento endodôntico (PORTENIER, 

WALTIMO e HAAPASALO, 2003).  

Diversas metodologias têm sido empregadas para a avaliação da capacidade 

antimicrobiana das soluções irrigadoras utilizadas durante o tratamento endodôntico 

(ABDULLAH et al., 2005; SOUKOS et al., 2006; CHAI et al., 2007; LIM et al., 2009; 

ATHANASSIADIS et al., 2010; STOJICIC et al., 2011; RAHIMI et al., 2012; SEET et al., 

2012; PAN et al., 2013), com destaque para o método de espalhamento em superfície e 

contagem de UFC (BERGMANS et al., 2007; HOCKETT et al., 2008; LIU et al., 2009; 

OZDEMIR et al., 2010; PRABHAKAR et al., 2010; CASE et al., 2012; HALFORD et al., 

2012; MEIRE et al., 2012; RAHIMI et al., 2012; CHEN et al., 2013; NEEKALANTAN et 

al., 2013). Para suprir a necessidade de visualização da arquitetura do biofilme, uma das 

metodologias mais rotineiramente empregada é a análise por meio de MEV (HOCKETT et 

al., 2008; SOMAYAJI et al., 2010; SOARES et al., 2010; OZDEMIR et al., 2010; BHUVA 

et al., 2010; GRUNDLING et al., 2011; SEET et al., 2012; BAO et al., 2012; PAN et al., 

2013.) 

No presente estudo, solução salina 0,85% foi utilizada para a irrigação dos canais 

radiculares do grupo controle, uma vez que não apresenta atividade antimicrobiana e 

capacidade de dissolução de matéria orgânica (SOARES et al., 2010; BAO et al., 2012; XIE 

et al., 2012). Outros estudos também utilizaram a solução salina como irrigante no grupo 

controle (PAPPEN et al., 2010; SOARES et al., 2010; DAGNA et al., 2011; CASE et al., 

2012; TIRALI, BODUR e ECE, 2012; XIE et al., 2012; ALVES et al., 2013; GUERREIRO-

TANOMARU et al., 2014). 

A solução de NaOCl 1% promoveu uma redução de 94,17% das UFC viáveis, valor 

intermediário aos apresentados pelas soluções de Np ZnO 26% e CHX 2%. Estudos recentes 

demonstraram resultados semelhantes, com reduções de 93,5% (CASE et al., 2012) e 91% 

(DE PAZ, BERGENOLTZ e SVENSATER, 2010) no número de UFC viáveis após irrigação 

dos canais com NaOCl 1%.   

Apesar de significativamente superior à solução salina, a solução de NaOCl 1% não 

foi 100% eficaz contra o biofilme de E. faecalis. Segundo Case et al. (2012), a eficiência 

reduzida do NaOCl, quando utilizado como única manobra de desinfecção, pode estar 
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relacionada a diversos fatores, dentre eles a presença estruturada e organizada do biofilme de 

E. faecalis, que confere aos micro-organismos maior resistência frente aos agentes químicos. 

Outra possível explicação para a ação antimicrobiana limitada do NaOCl 1% pode 

estar relacionada à concentração da solução. O efeito antimicrobiano do NaOCl ocorre devido 

à inibição enzimática bacteriana provocada pela liberação de HClO (OLIVEIRA et al., 2007). 

Uma vez que a concentração de HClO liberado é diretamente proporcional à concentração da 

solução,  o uso de NaOCl em baixas concentrações, como 1%, compromete sua eficácia 

antimicrobiana (VIANNA et al., 2004). 

A solução de CHX 2%, apesar de ter se mostrado efetiva contra o biofilme de E. 

faecalis, não foi capaz de eliminar a totalidade de UFCs viáveis. Este achado reforça 

resultados de estudos prévios (CLEGG et al., 2006; DUNAVANT et al., 2006; VAN DER 

WAAL et al., 2012). É sabido que a ação antimicrobiana desempenhada pela solução de CHX 

2% está relacionada à ligação eletrostática entre as suas moléculas catiônicas e a carga 

negativa da parede celular bacteriana, o que causa alterações no equilíbrio osmótico e perda 

de componentes intracelulares (DELANY et al., 1982). No entanto, frente ao biofilme, a CHX 

apresenta penetração limitada e seu maior efeito antimicrobiano ocorre apenas nas camadas 

mais externas (ZAURA-ARITE, VAN MARLE e TEN CATE, 2001).  

No presente estudo, a solução irrigadora de Np ZnO 26% promoveu a maior redução 

das UFC viáveis. Este resultado pode estar relacionado ao pequeno tamanho das partículas de 

ZnO (8-20 nm), uma vez que seu efeito antimicrobiano é dependente da superfície de contato 

(YAMAMOTO, SAWAI e SASAMOTO, 2000; NOWACK e BUCHELI, 2007; JONES et 

al., 2008). Quanto menor for o tamanho da partícula, maior será o contato com os micro-

organismos e maior a eficácia bactericida (PADMAVATHY e VIJAYARAGHAVAN, 2008). 

As Np ZnO se ligam à membrana celular e penetram na bactéria (JANG et al., 2003), 

induzindo a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) (PADMAVATHY e 

VIJAYARAGHAVAN, 2008; RASMUSSEN et al., 2010). As ROS inibem o transporte de 

nutrientes e o metabolismo de açúcares das bactérias, através da inativação de sistemas 

enzimáticos essenciais (DEVULAPALLE e MOOSER, 1994; SUNADA, WATANABE E 

HASHIMOTO, 2003), levando à morte celular (YAMAMOTO, SAWAI e SASAMOTO 

2000; NOWACK e BUCHELI, 2007; RASMUSSEN et al., 2010). 

Por se tratar de uma solução experimental em Endodontia, a discussão dos resultados 

relacionados às Np ZnO torna-se limitada e não pode ser conduzida de maneira aprofundada.  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/iej.12294/full#iej12294-bib-0040
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Contudo, diante dos resultados obtidos, abre-se a perspectiva de uso das Np ZnO como 

solução irrigadora. Ainda assim, outros experimentos são necessários a fim de avaliar suas 

propriedades biológicas e a efetividade das nanopartículas contra um biofilme multiespécies. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Com base na metodologia aplicada e nos resultados obtidos, foi possível concluir que 

as soluções de NaOCl 1%, CHX 2% e Np ZnO 26% apresentam excelente efetividade contra 

o biofilme de E. faecalis estabelecido no canal radicular. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Universidade Federal de Santa Catarina, sob o número 359.070 
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APÊNDICE A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE  

CURSO: ODONTOLOGIA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Eu, Morgana Thays Orsi, aluna do curso de Odontologia da UFSC, 

juntamente com meu orientador Prof. Dr. Wilson Tadeu Felippe, desenvolveremos a 

pesquisa “Atividade antibiofilme da solução de nanopartículas de óxido de 

zinco”, com o objetivo de avaliar diferentes soluções quanto à capacidade de matar 

bactérias dentro do canal do dente, para que possamos identificar a solução mais 

efetiva e assim obtermos maior chance de sucesso do tratamento. O seu dente será 

extraído porque não existem formas de tratamento para recuperá-lo, portanto, por 

um motivo alheio a esta pesquisa. Os riscos e/ou desconforto são aqueles 

associados aos procedimentos de extração. A pesquisa em si não oferecerá nenhum 

tipo de riscos e/ou desconforto. 

Imediatamente após a realização do procedimento de extração pelo cirurgião-

dentista, os dentes serão armazenados em solução adequada (solução de formol 

10%) até o início do estudo. Todos os procedimentos descritos a seguir serão 

realizados no laboratório de Endodontia, da Universidade Federal de Santa Catarina 

– UFSC, Campus Trindade. Os dentes serão processados para a pesquisa - o 

espaço do canal radicular de cada dente será alargado. Em seguida serão 

colocadas bactérias dentro do canal. Depois de 24h todos os canais serão lavados 

com as soluções-teste. Após, será realizada uma análise para ver qual solução 

matou mais bactérias. Os remanescentes dos dentes utilizados no estudo serão 

armazenados em recipientes adequados e identificados (Biorrepositório).  

Para esclarecer qualquer dúvida em relação a essa pesquisa você poderá 

entrar em contato comigo (Morgana) pelo telefone: (48) 9132-8990, residente na 

Rua Cônego Bernardo, 100, Florianópolis - SC ou com o pesquisador principal (Dr. 

Wilson Felippe): (48) 9982-8300, residente na Rua Presidente Coutinho, 179, 
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Florianópolis - SC. Se você concordar em doar o seu dente, garantimos que ele será 

utilizado somente neste trabalho, e que não haverá ligação/identificação entre o 

dente doado e o paciente. Garantimos também que, se for o caso, a sua desistência 

na doação do dente não implicará em nenhum tipo de prejuízo. Informamos que seu 

dente não será utilizado em nenhum outro tipo de pesquisa biológica. 

 

 

_________________________________   

Assinatura da pesquisadora 

 

 

       

___________________________________  

Assinatura do orientador 

 

 

 

Eu__________________________________________________________, 

RG____________________________ declaro que entendi o que me foi explicado, 

compreendi a necessidade da pesquisa “Atividade antibiofilme da solução de 

nanopartículas de óxido de zinco”, e concordo que meu dente, extraído por 

motivos alheios a esta pesquisa, seja utilizado na realização da mesma. 

 

 

 

___________________________________ 

Assinatura do doador 

 

 

 

Florianópolis, ____de _____________de 2013.

 


