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Resumo

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar a ativida-
de antifingica do ProRoot MTA (agregado de tridxido
mineral) e de sete cimentos endodonticos contra as se-
guintes espécies: Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis e Saccharomyces cerevisiae. O teste
de difusdo em &gar foi 0 método utilizado. Placas de
Petri contendo 0 meio tripticase-soja agar foram inocu-
ladas com cada espécie de fungo testada ou com saliva
humana, representativa de uma cultura microbiana mis-
ta. Os resultados permitiram classificar os cimentos tes-
tados em ordem decrescente de eficacia antifingica:
Intrafill, AH Plus, Kerr Pulp Canal Sealer, Epiphany, MTA,
Sealer 26, Acroseal e Roeko Seal. Nenhum material foi
eficaz contra todas as espécies testadas.

Palavras-chave: cimentos endodonticos; ativida-
de antifungica; teste de difusdo em agar; espécies de
Candida; Saccharomyces cerevisiae.

Abstract

The purpose of this in vitro study was to evaluate
the antifungal activity of ProRoot MTA (mineral trioxide
aggregate) and seven endodontic sealers against the
following species: Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis and Saccharomyces cerevisiae. The
agar diffusion test was the method used. Trypticase-soy
agar plates were inoculated with each tested yeast spe-
cies or human saliva, which served as a representative
of a mixed microbial culture. Findings allowed the mate-
rials to be ranked in decreasing order of antifungal effi-
cacy as follows: Intrafill, AH Plus, Kerr Pulp Canal Sealer,
Epiphany, MTA, Sealer 26, Acroseal and Roeko Seal. No
material was effective against all test species.

Keywords: endodontic sealers; antifungal activity;
agar diffusion test; Candida species; Saccharomyces
cerevisiae.

Introducido

mbora fungos possam ser detectados em casos de infec-

¢ao endodontica primdria, estudos tém revelado que es-

tes microrganismos eucariotas sdo principalmente encon-
trados em infeccdes endodonticas secunddrias ou persistentes
(19, 23). Infeccdes secunddrias sdo causadas por microrganis-
mos que foram introduzidos no canal apés intervencao profis-
sional, ou seja, durante o tratamento, entre as consultas e mes-
mo apods a obturacao do canal (16). Infec¢cdes persistentes sdao
causadas por microrganismos que de alguma forma resistiram
aos procedimentos intracanais de desinfeccdo (16). Se micror-
ganismos estdo presentes no canal no momento da obturacao
ou se penetram no canal durante ou apés o tratamento, hd um
maior risco de fracasso do tratamento (15). Infeccdes persisten-
tes ou secunddrias também sao a principal causa de sintomato-
logia ou exsudacgdo persistente (10).

A participacdao de fungos em infec¢des endodonticas secun-
darias ou persistentes enfatizam a necessidade da busca de
substancias e materiais para uso endodontico que sejam efica-
zes contra estes microrganismos. Estudos relatam que algu-
mas espécies de Candida sao resistentes ao hidréxido de cdl-
cio, substidncia comumente empregada como medicamento in-
tracanal (22, 24).

Alguns cimentos endodonticos possuem atividade inibito6-
ria principalmente contra bactérias (2, 4, 7, 9, 13, 17, 18). Esta
propriedade poderia ser de alguma valia na eliminacdo de mi-
crorganismos residuais, isto é, que permaneceram no canal
apés o preparo quimico-mecéanico (e a medica¢do intracanal,
quando usada). Quando for¢cado a escoar pela compactacao
empregada durante a obturagdo, o cimento pode penetrar em
ramificacdes e outras irregularidades anatdémicas, aumentan-
do teoricamente as chances de atingir microrganismos locali-
zados nestas dreas, as quais sdo normalmente inacessiveis aos
instrumentos e a substancia quimica auxiliar. Além disso, os
efeitos antimicrobianos do cimento poderiam eliminar micror-
ganismos presentes em dreas de microinfiltracdo corondria de
saliva, evitando ou pelo menos retardando a recontaminacao
do canal. Com base nestas premissas, salienta-se entdo a im-
portancia de um material obturador ser dotado de eficdcia an-
timicrobiana, cujo espectro de atuacido deveria idealmente
abranger também as espécies de fungos mais encontradas em
canais radiculares infectados.
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Inimeros estudos tém testado os efeitos an- Tabela I. Componentes dos cimentos utilizados de acordo com as informagdes

tibacterianos de cimentos endoddnticos, mas
poucos avaliaram os efeitos antifiingicos. Mes-

mo assim, tais testes geralmente empregaram a - — —
. S e Pé hidréxido de clcio
C. albicans. Isto se justifica por ser a espécie fun- B
gica mais freqiiente em canais infectados, mas Sealer 26 hexametilenotetramina
outras espécies também podem ser detectadas _ dioxido de titanio
(21) e, conseqiientemente, estar envolvidas com Resina éter de bisfenol A diglicidi
a etiologia das doencas perirradiculares. Assim, Pastafpdxi | €ter de bisfenol A diglicidi
‘s L~ . .. tungsteanato de célcio
torna-se necessdria a avaliagdo dos efeitos ini- éxido de zircénio
bitérios sobre outros fungos além da C. albicans aerosil
de cimentos endodonticos novos, dos jd estabe- gm?nzgfiﬁgnada
lecidos no mercado e de materiais com potenci- AH Plus PastaAmina |y N_ dibenzil-5-oxanonano-diamina-1,9
al para serem utilizados na obturacio. T(-diamina
Apesar de originalmente proposto como mate- gl;(?ggtggn;:géﬂ?ocalclo
rial a ser utilizado em retroobturacdes ou em per- aerosil
furacoes radiculares, o agregado de triéxido mi- dleo de silicone
neral (MTA) também tem sido testado como mate- PastaBase dido glicirrético (enoxolona)
. . . metenamina
rial obturador de f:anals (21).‘ As..31m, ‘a compara- subcrbonato de bismuto
¢ao de suas propriedades antimicrobianas com a colofonia
de outros cimentos endodénticos se faz necessa- dleo de parafina
. 50 ha d li ¢ Acroseal 6leo de terebintina
ria, uma vez que nao hd estudos na literatura fa- S || e ae el
zendo tal avaliagao. éter de bisfenol A diglicidil
O objetivo deste estudo foi investigar a ativida- sqbcarb:)nato de|b|150muto
de antifiingica de sete cimentos endodoénticos e do - [,)Ig'men o?mareo
MTA contra quatro espécies flingicas e uma cultu- i OX'.d 0 d? zno
. ) . resina hidrogenada
ra microbiana mista. colofnia
subcarbonato de bismuto
Material e Método Ll sufatode béio
borato de sédio anidro
Os cimentos endodénticos utilizados no pre- Liquido eugenol
sente estudo foram os seguintes: 6leo de améndoas doce
1. Roeko Seal Automix (Roeko GmbH, Langenau, _ ac!doacetlc?gIaC|aI
Alemanha), cimento a base de silicone (polidime- ResinaDual g?lsGtmdeBﬁG(fj\AA
tilsiloxano); l[I;VIA etoxlade
2. AH Plus (Dentsply, Petrépolis, R]), cimento a base Epiphany metacrilato hidrofilico
de resina do tipo epo6xi-aminas; carga de hidréxido de cdlcio
3. Sealer 26 (Dentsply), cimento resinoso conten- :hjilcf:todebarlo
do hidréxido de célcio; - —
Po silicato tricdlcico
4. Pro Root MTA (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK, silicato diclcico
EUA); Pro Root MTA ?Iumlratqtncalaco N
5. Intrafill (S.S.White Artigos dentarios Ltda, Rio de Ier.:;)a(;mg_nat(l)ntetraca aco
Janeiro, RJ), cimento a base de 6xido de zinco e Oxido g€ biSmLo
cugenol: sulfato de cdlcio diidratado
& ’ ) ) ) Pasta polidimetilsiloxano
6. Acroseal (Septodont Brasil Ltda, Barueri, SP), ci- fluido de silicone
mento resinoso contendo hidréxido de cdlcio; Roeko Seal 6leo abase de parafina
7. Epiphany (Pentron Clinical Technologies, glc[dgdhe()j(:clprrcq[:]l'atlnlco (catalisador)
Wallingford, CT, EUA), cimento compdésito a base - ,'(?X' 0 ,ZI onio
de resina com polimerizacao dual; Pg g)r(:::;rzczig;tcgda
8. Kerr Pulp Canal Sealer (Kerr Corporation, Orange, Kerr Pulp Canal subcarbonato de bismuto
EUA), cimento a base de 6xido de zinco e eugenol. el sulfato de bario
Os principais componentes dos cimentos tes- Liquido LR
~ bélsamodoCanada
tados sdao apresentados na Tabela I.
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A atividade antifingica des-
tes cimentos foi avaliada con-
tra quatro espécies: Candida al-
bicans (ATCC 10231), Candida
glabrata (ATCC 64677), Candi-
da tropicalis (ATCC 1169) e Sac-
charomyces cerevisiae (ATCC
4126). Estes fungos, inicialmen-
te liofilizados, foram ativados,
cultivados e mantidos em cal-
do de tripticase-soja (TSB) (Di-
fco, Detroit, MI, EUA), sendo
que uma cultura de 24 horas foi
utilizada como inéculo. Para pa-
dronizac¢do do inéculo, este foi
preparado em meio TSB de acor-
do com a turbidez de 0,5 da esca-
la de McFarland, a qual, para
bactérias, corresponde a, aproxi-
madamente, 1,5 x 10 unidades
formadoras de colénias/ml.

O teste de difusdo em dagar
foi o método utilizado. Placas
de Petri contendo o meio trip-
ticase-soja dgar (TSA) foram
inoculadas com 0,1 ml de cul-
tura de cada espécie de fungo
testada por meio de swabs es-
téreis, esfregados por toda a
superficie do meio. Saliva hu-
mana foi coletada de um mem-
bro do laboratério de microbi-
ologia, diluida na concentra-
¢ao de 1 ml de saliva em 4 ml
de caldo TSB e usada como pa-
rametro de comparacgio para os
testes antifiingicos, sendo con-
siderada como uma cultura mi-
crobiana mista. Apd6s inocula-
cdo da saliva ou das culturas
de cada espécie flingica sobre
a superficie do meio TSA, fo-
ram confeccionados no mes-
mo e em cada placa 4 furos
com 6 mm de didametro e 5
mm de profundidade (ditada
pela espessura da camada de
dgar) com auxilio de um fu-
rador metdlico esterilizado.
Todo o experimento foi feito
em duplicata.

Os cimentos foram manipu-
lados segundo as instrucgdes
dos fabricantes e depositados
no interior dos furos no meio
TSA. Em seqiiéncia, as placas
foram incubadas a 37° C por

sete dias, em ambiente de aerobiose. Decorrido este periodo, os
diametros dos halos de inibicao do crescimento microbiano em
volta dos furos contendo os materiais foram mensurados, sendo
que, dos valores obtidos, subtraiu-se os 6 mm correspondentes
ao diametro dos furos.

Para uma visdo geral da atividade antifingica dos materiais
testados, os dados obtidos foram agrupados e analisados esta-
tisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo teste de com-
parac¢des multiplas (PLSD - diferencas minimas significantes)
de Fischer, ambos com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

Resultados

As médias dos halos de inibicdo do crescimento fingico pro-
porcionados pelos cimentos endodonticos estdo expressas na
Tabela II. Tendo em vista que cada cimento foi testado em dupli-
cata para cada uma das quatro espécies de fungos e para a cultu-
ra mista da saliva humana, o valor de N seria igual a 10. No en-
tanto, devido ao descarte de uma das placas inoculadas com C.
tropicalis (devido a contaminac¢ao), o valor de N considerado
para andlise estatistica foi igual a 9.

O cimento Intrafill apresentou o maior halo médio de inibi-
¢do, ao passo que o menor halo foi apresentado pelo cimento
Acroseal. O cimento Roeko Seal nao exibiu atividade antifingi-
ca. O teste de Kruskal-Wallis revelou que existe pelo menos um
cimento que apresenta média de diametros dos halos de inibi-
cao diferente (P = 0,004). Dessa forma, foi empregado o teste de
comparacoes miultiplas PSLD de Fischer no nivel de significan-
cia de 5% (a = 0,05) para se evidenciar, na comparacado dois a
dois, quais sdo os cimentos que apresentaram médias significa-
tivamente diferentes. Os resultados deste teste sdo apresenta-
dos na Tabela III. Considerando-se as comparacdes multiplas
apresentadas na prépria Tabela III, podemos ordenar estatisti-
camente os cimentos testados em ordem decrescente com re-
lagdo as diferencas detectadas entre as médias dos didmetros
dos halos de inibicao (Tabela IV).

Tabela II. Médias dos halos de inibigao de crescimento fiingico produzidos pelos diferentes cimentos endodénticos

(em mm)

1-Roekosseal 0 0 0 0 0
2- AHPlus 0 5 8 il 6
3-Sealer 26 0 0 3 45 0
4-MTA 0 0 4 6,5 0
5-Intrafill 0 55 10 13 12
6-Acroseal 0 2 2 0 0
7- Epiphany 0 0 4 7 85
8-KPCS 0 45 7 9 5
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Tabela lIl. Resultados do teste de comparages miltiplas PSLD de Fischer para as médias dos halos de inibigdo de crescimentos dos cimentos testados

Intrafill m KPCS Epiphany Sealer 26 MTA Acroseal Roeko Seal

Intrafill - NS NS G 96 G 3G 3G
AH Plus NS - NS NS NG G G G
KPS NS NS - NS NG NS G 3G
Epiphany 6 NS NS NS NS G G
Sealer26 G G NG NS - NS NS NS
MIA G G NS NS NS - NS NS
Acroseal G G NG G NS NS - NS
Roeko Seal G G NG G NS NS NS -

SIG — diferenca estatisticamente significante (P < 0,05)

NS — ndo houve diferenca estatisticamente significante

Tabela IV. Semelhangas estatisticas entre os cimentos testados
. Médiado | Cimentos semelhantes
Cimento . o
halo (mm) | (sem diferenca estatistica)

Intrafill 7,89 AH Plus e KPCS
AH Plus 577 Intrafill, KPCS e Epiphany
KPCS 488 Intrafill, AHPlus, Epiphany e MTA
Epiphany 3,88 AHPIlus,KPCS,Sealer26e MTA
MIA 1,88 KPCS, Epiphany, Sealer 26, Acroseal e RoekoSeal
Sealer26 133 Epiphany, MTA, Acroseal e RoekoSeal
Acroseal 0,66 Sealer26,MTAeRoekoSeal
Roeko Seal 0,00 Sealer26,MTAeAaoseal
Discussao

Uma vez que fungos estdo envolvidos em infec¢gdes secunddrias e persistentes, o espec-
tro de acdo antimicrobiana dos cimentos endodonticos deveria incluir estes microrganis-
mos. Este estudo teve como objetivo comparar a eficdcia antifingica de materiais utiliza-
dos na obturacido do sistema de canais radiculares. Torna-se importante conhecer a ativi-
dade antifingica dos materiais obturadores, em especial a dos cimentos endoddnticos,
uma vez que estes ficam em contato com as paredes dentindrias ou podem ser forcados a
escoar para dreas como istmos e ramificacdes, todas potencialmente infectadas por coloni-
as de fungos oriundos da infec¢do primdria ou secunddria (12), que resistiram aos proce-
dimentos do tratamento endoddntico. Conhecendo o efeito antifiingico dos cimentos endoddnticos é
possivel imaginar que estes possam eliminar microrganismos remanescentes ou pelo menos inibir o
seu crescimento. Este estudo avaliou pela primeira vez a acdo antifiingica de cimentos endoddnticos
contra as espécies C. glabrata, C. tropicalis e S. cerevisiae.

De acordo com SIQUEIRA et al. (17), vdrios compostos podem ser responsaveis pela atividade anti-
microbiana dos cimentos endoddnticos testados no presente experimento, como por exemplo o 6xido
de zinco e o eugenol do Intrafill e do Kerr Pulp Canal Sealer, a prata do Kerr Pulp Canal Sealer, a
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hexametileno tetramina do Sea-
ler 26 e AH Plus, o hidréxido de
cdlcio do Sealer 26 e do Acroseal
e a resina epoxica do Sealer 26,
Acroseal e AH Plus. Os diferen-
tes niveis de eficdcia ou mesmo
auséncia dela para cada materi-
al podem ser justificados pelos
seguintes fatores: a) pela potén-
cia e concentracdo de cada com-
ponente, com efeito, antimicro-
biano; b) pelo grau de liberacao
destes componentes da massa
do material antes e depois do
endurecimento (o que estd rela-
cionado ao envolvimento na re-
acdo de endurecimento e a solu-
bilidade); ¢) quando liberado, da
capacidade de difusdo no meio
de cultura contendo &agar.

Mesmo que o material se di-
funda pelo dgar, ele nao deve re-
agir com componentes do meio
de cultura ou ser neutralizado,
além de ter de atingir concentra-
¢oes suficientes para exercer efei-
to inibitério. O hidréxido de cdl-
cio, por exemplo, tem a capaci-
dade de se difundir pelo dgar, mas
pode ter seus efeitos pH-depen-
dentes neutralizados pela capa-
cidade tamponadora dos meios
de cultura (18).

Da andlise dos resultados do
presente estudo, observa-se
quenenhum cimento endodénti-
co testado apresentou ac¢do ini-
bitéria contra a espécie C. albi-
cans, o que também foi eviden-
ciado para outros materiais,
como AH 26 (3), Sealapex (6, 11),
Apexit, Endion e AH Plus (5, 8).
Embora tais resultados apontem
para uma maior resisténcia da
espécie C. albicans contra os ma-
teriais testados, hd que se consi-
derar que os resultados obtidos
em nosso estudo podem estar re-
lacionados ao extenso periodo
de incubacdo de sete dias. E pos-
sivel que halos de inibigao tives-
sem sido observados em perio-
dos menores de incubagdo, uma
vez que a liberacdo de compo-
nentes antimicrobianos dos ma-
teriais é mais acentuada antes do

endurecimento. Todavia, o fato
de que tal ocorréncia nao foi ob-
servada para as outras cepas ou
mesmo para a saliva sugere que
C. albicans possa ser mais resis-
tente contra os materiais testa-
dos do que as outras espécies
avaliadas. A resisténcia de cepas
de C. albicans a medicamentos
endodonticos, como o hidréxido
de célcio, tem sido bem docu-
mentada (22, 24).

Salientando a eficédcia antifin-
gica, os cimentos Intrafill, AH Plus
e Kerr Pulp Canal Sealer apresen-
taram atividade contra todas as
espécies testadas, exceto C. albi-
cans. O cimento Intrafill apresen-
tou a maior média dos halos de
inibicdo, muito provavelmente
devido ao seu contetido de euge-
nol, cuja atividade antimicrobia-
na ja é reconhecida (18).

Especificamente, os materiais
Sealer 26, MTA, Epiphany e Ro-
eko Seal nao apresentaram acao
inibitéria contra C. glabrata. Con-
tra a espécie C. tropicalis, todos
0s cimentos apresentaram acao
antifiingica, exceto o Roeko Seal.
Contra a espécie S. cerevisiae,
além do Roeko Seal, o Acroseal
também nao apresentou ativida-
de antifingica. Considerando a
microbiota mista da saliva huma-
na, os cimentos Roeko Seal, Se-
aler 26, MTA e Acroseal nao
apresentaram atividade antimi-
crobiana no periodo de avalia-
¢do de sete dias.

Os efeitos inibitorios do MTA,
Acroseal e Sealer 26 foram dis-
cretos e apenas observados para
duas espécies fungicas (C. tropi-
calis e S. cerevisiae para MTA e
Sealer 26 e C. glabrata e C. tropi-
calis para o Acroseal). A discreta
acdo inibitéria ou mesmo ausén-
cia de efeitos antimicrobianos ja
foram relatados para o MTA (20).
Os resultados do presente estu-
do para o MTA podem estar rela-
cionados a neutralizacdo do ele-
vado pH do material pela capa-

cidade tampao do meio de cul-
tura. O fato de que outros estu-
dos relataram eficdcia antifingi-
ca do MTA sobre C. albicans (1,
14) também sugere que os resul-
tados obtidos neste estudo po-
dem estar relacionados a dife-
rencas metodolégicas ou ao pe-
riodo de incubacao estendido.
O Acroseal e o Sealer 26 sao
cimentos resinosos que contém
hidréxido de calcio na formula-
¢do e que apresentaram com-
portamento semelhante no pre-
sente estudo. O Acroseal é um ci-
mento ainda recente com poucos
estudos avaliando sua eficdcia
antimicrobiana, o que dificulta
qualquer comparacao. Ja o Sea-
ler 26 tem sido extensivamente
pesquisado, apesar de ainda ser
um cimento exclusivamente na-
cional. Estudos tém revelado que
o cimento Sealer 26 apresenta
acentuada atividade antibacteri-
ana (17, 18). Apesar da presenca
de hidréxido de cdlcio na formu-
lacdo, a eficacia antibacteriana
deste cimento é explicada prin-
cipalmente pelo fato de que a
hexametilenotetramina, elemen-
to ativador da presa da resina e
presente no Sealer 26, se decom-
pde em meio aquoso em formal-
deido e amo6nia. O formaldeido
possui excelente atividade anti-
bacteriana. Todavia, no presente
estudo, o Sealer 26 apresentou
halos de inibicdao apenas contra
C. tropicalis e S. cerevisiae, mes-
mo assim de pequenos diame-
tros. E possivel que seus efeitos
antifingicos sejam menos pro-
nunciados do que os antibacte-
rianos. Entretanto, a auséncia de
resultados inibitérios sobre a
cultura mista (saliva) sugere
que o tempo de incubacao pos-
sa ter exercido papel decisivo
nos efeitos antimicrobianos do
Sealer 26. Em outras palavras,
com o tempo, os efeitos inibit6-
rios do cimento sao reduzidos,
o que €é confirmado pelo fato de
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que a liberacdo de formaldeido do cimento ocorre principalmente durante a reacdao de endurecimento,
sendo praticamente nula apés o mesmo.

Conclusido

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

* Os cimentos testados podem ser classificados em ordem decrescente de eficdcia antifingica: Intrafill,
AH Plus, Kerr Pulp Canal Sealer, Epiphany, MTA, Sealer 26, Acroseal e Roeko Seal.

e Nenhum cimento apresentou atividade antifingica contra todas as espécies testadas, sendo que
ap6s sete dias de avaliagdo nenhum material foi eficaz contra C. albicans.

* No geral, a atividade antifingica dos cimentos, quando presente, ndo foi pronunciada, tornando
inteiramente questiondvel a hipétese de que os cimentos endoddnticos podem auxiliar na elimina-

¢do de fungos persistentes no canal. a
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