\\")’ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
-l
aY

UNICAMP

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

Avaliacao “in vitro” da atividade antimicrobiana de duas
pastas obturadoras de canais radiculares de dentes

deciduos

Aluna: Mariana Minatel

Orientadora: Regina Maria Puppin-Rontari

Ano de Conclusao do Curso: 2010
Piracicaba SP

2010



Mariana Minatel

Avaliacao “in vitro” da atividade antimicrobiana de duas
pastas obturadoras de canais radiculares de dentes

deciduos

Monografia apresentada ao
curso de Odontologia da
Faculdade de Odontologia de
Piracicaba- UNICAMP, para
obtencdo do Diploma de
Cirurgiao-Dentista

Orientadora: Regina Maria Puppin-Rontani

Piracicaba

2010



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
Bibliotecaria: Elis Regina Alves dos Santos — CRB-8°. / 8099

Minatel, Mariana.

M661a Avaliacao “in vitro” da atividade antimicrobiana de duas
pastas obturadoras de canais radiculares de dentes
deciduos / Mariana Minatel. -- Piracicaba, SP: [s.n.], 2010.

23f. 1l

Orientador: Regina Maria Puppin-Rontani.

Monografia (Graduagdo) — Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Odontopediatria. I. Puppin-Rontani, Regina Maria. Il.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. Ill. Titulo.

(eras/fop)




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por sempre abrir portas e iluminar meu
caminho.

A professora Regina Maria Puppin-Rontari, por ter participado dessa
caminhada, dando orientagdo e atencdo. A pds-graduanda Andréia Bolzan, pela
paciéncia e dedicacao, pois esteve sempre presente, esclarecendo as duvidas,

orientando e incentivando. A Janaina Sardi, pela ajuda, explicagées e
contribuicdo. Pessoas sem as quais nao seria possivel a realizacao desse
trabalho!

A todos os professores da FOP, que ndao mediram esforcos para nos
trazer o que ha de melhor para nosso crescimento profissional.

Aos meus pais, José Angelo e Magali, meus exemplos de vida, que
sempre me deram apoio no caminho que escolhi e forga para néao desistir. Os
responsaveis pelo que sou e tudo que conquistei até hoje. A minha irma, Lais,

que sempre esteve do meu lado me apoiando em todas as decisées, crescendo
comigo. E a varios outros familiares que sempre me incentivaram.

Ao meu namorado e amigo, Rodrigo, pela paciéncia e o carinho durante
esses anos, com horas de desabafos e conselhos. E aos meus amigos, que me
compreenderam e apoiaram nos momentos de auséncia.

E a todos meu amigos da turma 51 da FOP, por esses 4 anos que foram
maravilhosos; aos verdadeiros e eternos amigos que conquistei nesses anos de
convivéncia! Obrigada por todos os momentos, e por tudo que crescemos juntos!



Sumario

Resumo

Abstract

Introducao

Objetivo

Materiais e métodos
Resultados
Discusséo
Concluséo
Referéncias

Anexos

06
07
08
10
11
13
14
17
18
21



RESUMO

O objetivo deste estudo foi valiar in vitro a atividade antimicrobiana de duas
pastas obturadoras de canais radiculares de dentes deciduos, Vitapex e
Calcipex, em espécies microbianas comumente encontradas em infecgbes
endodonticas (Candida albicans, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguinis), utilizando o
teste de difusdo em agar. Materiais e métodos: foram confeccionados em
placas de BHI (Infusion Heart Brain) quatro pocos em pontos equidistantes e
imediatamente preenchidos com os materiais obturadores Vitapex e Calcipex.
O digluconato de clorexidina a 1% (CHX) e &agua destilada foi usado como
controles, positivo e negativo, respectivamente. Apds a incubacao das placas a
37 2 C por 24 h, o didmetro das zonas de inibicdo de crescimento microbiano
produzido em torno dos pogos foi medida (em milimetros) com um paquimetro
digital com luz refletida. Esse teste foi realizado em triplicata e os dados obtidos
submetidos a anadlise de variancia e teste de Tukey (a = 0,05). Resultados:
Ambas as pastas tiveram atividade antimicrobiana, porém Calcipex foi mais
eficiente para a maioria das cepas. O halo formado nos experimentos de
S.mutans e S.sanguins foi similar para ambas as pastas. Podemos sugerir que
Calcipex teve maior poder antimicrobiano com relagdo aos microrganismos

estudados.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antimicrobial activity of two root canal
filling pastes in primary teeth, Vitapex and Calcipex, in microbial species
commonly found in endodontic infections (Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli and Staphylococcus aureus
Streptococcus sanguinis), using the agar diffusion test. Materials and Methods:
This was made on plates of BHI (Brain Heart Infusion) wells in four equidistant
points and immediately filled with the sealers and Vitapex Calcipex. The
chlorhexidine gluconate 1% (CHX) and distilled water was used as controls,
positive and negative, respectively. After incubation of plates at 37 ° C for 24 h,
the diameter of the zones of microbial growth inhibition produced around the
wells was measured (in millimeters) with a digital caliper with reflected light. This
test was performed in triplicate and data were submitted to ANOVA and Tukey
test (a = 0.05). Results: Both pastes had antimicrobial activity, but Calcipex was
more efficient for most strains. The halo formed in the experiments of S. mutans
and S. sanguis was similar for the both pastes. We suggest that Calcipex had the

highest antimicrobial property with respect to the studied microorganisms.



1) Introducao e Revisao de literatura

As espécies da microbiota endodéntica quando analisadas separadamente
ndao sao patogénicas, mas associadas a alguns fatores podem vir a causar
danos. As interacdes microbianas, assim como as pressdes seletivas que
ocorrem em consequéncia da oferta reduzida do oxigénio e de nutrientes e a
defesa do hospedeiro, que pode encontrar-se deficiente (Estrela et al, 2000),
contribuem para maior patogenicidade desses microrganismos. Nessas
infeccbes polimicrobianas sao raros 0s microorganismos aerébios, sendo a
maioria anaerébia e alguns anaerobios facultativos (Sundqvist et al, 1998). Em
algumas pesquisas também foi detectada a presenca de fungos (Peciuliene et
al,2000; Sundqvist et al, 1998; Waltimo et al, 1997).

O tratamento endodéntico de dentes deciduos é de suma importancia para
que se possa preservar a denticao primaria e assim promover desenvolvimento
craniofacial adequado, uma oclusdao normal e qualidades estéticas (Cox et
al,1978).

Para garantir sucesso no tratamento endodéntico, especialmente em dentes
deciduos por suas complicacbes anatbmicas, somente a instrumentacdo do
canal ndo é o bastante. Faz-se necessario o uso de pastas obturadoras para ter
acesso onde ndao houve um bom preparo mecanico (Fabiane et al, 2009). Além
disso, para garantir a boa eficacia da pasta obturadora sdo necessarias algumas
propriedades como sua reabsorcao ser proporcional a reabsorcao do dente, ser
inofensiva ao periapice e ao germe do dente permanente, ser anti-séptica,

radiopaca, preencher facilmente o canal e aderir as paredes, ser facilmente



removida se necessario e nao alterar a cor do dente. (Rinfkin et al, 1980;
Mortazavil & Mesbahi, 2004)

Ha diversos tipos de pastas obturadoras de canais radiculares no mercado,
entre elas as pastas a base de hidréxido de calcio. Este componente age nos
tecidos e bactérias pela dissociacdo dos ions calcio e hidroxila. As hidroxilas
podem alterar atividade enzimatica, inativando-a. Além disso, agem nas enzimas
da membrana citoplasmatica, tendo assim um vasto campo de atuacao sobre os
microorganismos. (Estrela & Holland, 2003)

No entanto, frente a variedade de materiais obturadores existentes no
mercado, € com o intuito de utilizar um material eficaz no tratamento
endoddntico, ha a necessidade de estudos para a avaliacdo das propriedades

antimicrobianas desses materiais.



2) PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de
duas pastas obturadoras de canais radiculares de dentes deciduos a base de
hidréxido de calcio, Vitapex® e Calcipex [I®, em 6 espécies microbianas

comumente encontradas nas infeccées endodonticas.
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3) MATERIAL E METODOS

Microrganismos utilizados no experimento

Seis cepas microbianas obtidas a partir da American Type Culture Collection
(ATCC) foram utilizadas neste estudo: Candida albicans (ATCC 90028)
Enterococcus faecalis (ATCC 10541; cocos gram-positivos); Streptococcus
mutans (ATCC 25175; cocos gram-positivas), Escherichia coli (ATCC 10538;
bacilo gram-negativas), Staphylococcus aureus (ATCC 6538; cocos gram-
positivas), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556, cocos gram-positivos). Antes
de cada experimento as amostras foram cultivadas aerobicamente a 37°C por 18
horas em BHI caldo (Brain Heart Infusion Broth Difco Laboratories, Detroit, Ml,
USA) .Apéds 18 horas de incubacéo, as células foram lavadas duas vezes com
solugdo salina a 0,9% e resssuspendidas em BHI caldo, padronizadas a 10°
cels/mL através de um espectrofotdbmetro (Bausch & Lomb Spectronic 20, San
Pablo, Calif, USA) a 550nm.

Pastas Obturadoras

A atividade antimicrobiana in vitro dos materiais Vitapex® (Neo-Dental,
Tokyo, Japan) e Calcipex II® (Nippon Sika-Yakuhin, Shimonoseki, Japan) foi
avaliada pela técnica Pour Plate, utilizando-se o Digluconato de clorexidina a
0,12% (CHX) e agua destilada como controles positivo e negativo,

respectivamente.
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Técnica Pour Plate e confeccao dos pocos:

Para a técnica de Pour Plate, 1ml do inéculo foi transferido a um tubo de
ensaio contendo 19ml de Agar fundido - BHI (45 °C), ambos foram misturados e
dispensados em placas de petri estéreis. Apds solidificacdo do agar, os pogos
foram confeccionados em pontos equidistantes, utilizando matrizes metalicas
autoclavadas de 5 mm de diametro, num total de quatro pocos por placa.
Imediatamente apds a confeccao das perfuragcdes os pocos foram preenchidos
totalmente com as pastas obturadoras e materiais de controle. As placas de petri
foram mantidas a temperatura ambiente por 2 horas para ocorrer a pré-difusdo
das substancias e, posteriormente incubadas a 37°C por 24 horas. Apo6s a
incubacao, o diametro das zonas de inibigado do crescimento microbiano formado
ao redor dos pogos foi medido em milimetros com um paquimetro digital
(Mitutoyo, Tokyo, Japao), sob luz refletida.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados obtidos

submetidos a analise de variancia e teste de Tukey (a = 0,05).
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4) RESULTADOS

Os resultados obtidos através da mensuracdo (mm) dos halos de inibicao
estdo expostos na Tabela 01. Estatisticamente ndo houve diferenca entre a
Clorexidina (controle positivo) e a Pasta Calcipex |l para todos os
microorganismos. Enquanto a pasta Vitapex apresentou os piores resultados,
ndao havendo diferenca estatistica do controle positivo apenas para o0s
microorganismos S. mutans e S. sanguinis. No controle negativo utilizado nao
houve formacédo de halo, enquanto no controle positivo obtivemos as maiores

inibicoes.

Tabela 01. Médias do halo de inibicao(mm) dos materiais testados

Vitapex Calcipex Clorexidina
S. mutans

0,342 4 0,570 * 0,944~
S.sanguinis

0,389 4 0,582 # 0,904 #
C.albicans 0,326 B 0,779 A 0,904 A
E. faecalis

0,382° 0,665 A 0,718 A
S. aureus

0,407 B 0,683 " 0,688 *
E.coli 0,381 ° 0,577 A 0,560 A

Letras mailsculas iguais ndo denotam diferenca estatistica considerando os

dados apresentados nas linhas (p<0,01)
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5) DISCUSSAO

As propriedades do hidroxido de calcio foram definidas por Estrela & Holland
(2003) os quais consideraram a dentina como a melhor protecdo pulpar e
confirmaram a capacidade do hidroxido de célcio de induzir a formagédo de
barreira mineralizada sobre o tecido pulpar. Ainda, segundo esses autores é
necessario, sempre que possivel, aguardar o tempo de agao recomendado do
hidréxido de célcio para manifestar seu potencial de agdo contra o0s
microorganismos presentes em infec¢cdes endodontica, haja vista que a
manutencdo e uma elevada concentracdo de ions hidroxila podem alterar a
atividade enzimatica das bactérias e inativa-la. Além disso, o local de acao dos
ions hidroxila e caélcio incluem as enzimas na membrana citoplasmatica
bacteriana, que s&o similares, independentemente das caracteristicas
morfoldgicas, tintoriais e respiratérias desses microorganismos, sendo assim,
essa medicacao tém o efeito similar em bactérias aerdbias, anaerdbias, Gram-
positivas e gram-negativas. Outra importante vantagem do uso do hidroxido de
céalcio como um cimento temporario € a promocao da limpeza dos condutos,

proporcionando melhoras no processo de cicatriza¢ao periapical.

No presente estudo, analisamos a atividade antimicrobiana de duas pastas
obturadoras a base de hidréxido de célcio. Vitapex, composta basicamente por
hidréxido de célcio (30,3%), iodoférmio (40,4%) e 6leo de silicone (22,4%); e
Calcipex Il composta por hidroxido de calcio (24%), sulfato de bario (24%), agua
destilada (52%), a qual apresentou melhores resultados, ou seja, maior halo de
inibicdo para a maioria dos microrganismos testados, corroborando com os
achados de Amorim et al. (2006), os quais analisaram a ag¢do do Vitapex e
outras 4 pastas obturadoras de dentes deciduos (Guedes-Pinto, ZOE, pasta de
hidréxido de célcio e Cloranfenicol+ tetraciclina+ ZOE) pelos testes de difusao
em agar e de exposicao direta. Segundo esses autores a exposicao direta de

todas as pastas apresentou atividade antimicrobiana ap6s 24 horas. Porém, no
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teste de difusdo em agar, a pasta Vitapex nao apresentou halo de inibicao, os
autores justificam essa diferenca nos resultados dos testes, pois o halo de
inibicdo da atividade antimicrobiana depende da solubilidade e difuséo da
substancia no meio, e que para o teste de difusdo em Agar, deve haver rigorosa
padronizacdo da densidade do inoculo, viscosidade do Agar, tamanho e
quantidade da espécie por placa para se obter resultados confidveis, Outros
fatores como pré-incubacao, secas meio de cultura e manutengéo por periodos
que excedam o tempo ideal podem produzir resultados duvidosos. Outro
resultado negativo para Vitapex foi encontrado em um trabalho realizado por
Tchaou et al.(1995), os quais utilizaram o método de difusdo em agar, e
classificaram os resultados obtidos pela acdo antimicrobiana das pastas em 3
grupos: |- com forte agdo antimicrobiana, II- agéo intermediaria e lll- minima ou
nenhum acéao. Vitapex se enquadrou na 32 categoria, juntamente com hidroxido
de calcio + agua estéril e a vaselina (controle negaivo). Uma pasta a base de
hidréxido de calcio utilizada nesse estudo (hidréxido de calcio + paraclorofenol
canforado) se enquadrou na categoria de forte agdo antimicrobiana. Blanscet et
al. (2008) compararam pelo método de difusdo em Agar a atividade
antimicrobiana de cinco concentracoes de hidroxido de calcio com trés veiculos
diferentes: hidroxido de calcio + soro estéril em concentragdes de 60%, 50% e
40%, e as pastas Ultracal® (35% com base aquosa de metilcelulose) e Vitapex®
(hidroxido de caélcio 30,3%, iodoférmio e 6leo de silicone). A concentracdo que
se mostrou mais eficiente foi a de 60%, seguida da 50%; porém Ultracal® (35%)
mostrou-se mais efetiva que 40%, e Vitapex® apresentou os piores resultados.
Provavelmente esses resultados estejam relacionados a composicao das pastas

obturadoras e ndo somente a concentracao de hidroxido de calcio.

Estrela at al.(2006) verificaram a significAncia da associagdo do iodoférmio
(componente da pasta Vitapex) ao hidréxido de calcio em relacdo a atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo em Agar e exposicao direta e concluiram
que o hidroxido de calcio associado ao soro fisioldégico apresentou similar
atividade antimicrobiana comparada a associacdo de hidroxido de calcio ao

iodoférmio e soro, e o iodoférmio associado ao soro ndo apresentou nenhuma

15



atividade antibacteriana no teste de exposicdo em Agar e em exposicao direta foi
ineficiente contra Bacillus subitilis e a associacdo dos microorganismos. Em
uma revisao bibliogréafica realizada por Aydos & Milano (1984) sobre o uso de
iodoférmio foi constatado que este material nao tem agéao antimicrobiana in vitro,
porém os resultados obtidos in vivo foram divergentes, podendo sugerir a agao
do iodoférmio através da estimulacao biolégica do organismo. A literatura sugere
ainda, que sua acgao se da pela liberacdo de iodo, porém é necessario mais

estudos para esclarecer a sua agao quando empregado na odontologia.

Contrariando os resultados deste estudo in vitro, trabalhos realizados in vivo
demonstraram bom desempenho clinico de Vitapex. Nurko & Garcia-Godoy
(1999) analisaram clinicamente a eficacia de Vitapex no tratamento de dentes
deciduos e segundo os critérios utilizados (dente indolor, sem mobilidade
patoldgica, e a gengiva saudavel e sem fistula) os autores relataram alta taxa de
sucesso no uso deste material. Resultado semelhante foi encontrado por
Mortazavi & Mesbahi (2004), que compararam Vitapex com pasta ZOE, onde
ainda a pasta a base de hidroxido de calcio foi mais eficiente que a zinco
eugendlica. Nakorncha et al (2010), analisaram clinica e radiograficamente a
pasta Vitapex quando comparada a pasta 3Mix. Apesar do maior desempenho
clinico observado pela 3Mix, a pasta Vitapex obteve sucesso no tratamento
endodontico. Os autores preconizam que esse resultado possa estar relacionado
ao prognostico ruim dos dentes selecionados para o tratamento.

Na literatura ndo ha trabalhos analisando a agédo antibacteriana de Calcipex
II, mas uma das razdes para sua maior eficiéncia comparada ao Vitapex poderia
ser o veiculo utilizado em cada pasta, que segundo trabalho realizado por
Estrela et al. (1999) veiculos hidrossollveis (no caso de Calcipex Il a agua
destilada) podem acelerar a dissociacao ibnica e difusédo e interferir nos sistemas
enzimaticos e tecidos bacterianos, acelerando assim a atividade do hidréxido de
calcio. Ja veiculos oleosos, como encontrado em Vitapex, podem dificultar a
dissociacdo i6nica do hidroxido de calcio, atrapalhando a atividade
antibacteriana do hidroxido de calcio.
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6) CONCLUSAO

Através do teste realizado no presente trabalho as duas pastas apresentaram
atividade antimicrobiana, no entanto, a pasta Calcipex Il mostrou-se mais efetiva

quando comparada a Vitapex.
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ANEXO:
Metodologia:

Pasta Vltapex® (Neo-Dental, Tokyo, Japan)

Paste Calcipex lI® (Nippon Sika-Yakuhin, Shimonoseki, Japan)
Clorexidina 0,12%

Selecao dos microrganismos e Preparo do meio (BHI caldo)
Crescimento microbiano DO = 0,8

Crescimento microbiano inoculado em BHI Agar (45°C)

—~ o 0 r N =

Técnica Pour Plate)

7. Confeccao das placas

8. Perfuragdes padronizadas

9. Pocos preparados para receber os materiais
10.Materiais sendo dispensados nos orificios:
a. Pasta Vitapex®

b. Pasta Calcipex || ®

c. Clorexidina 0,12%

d. Placa Petri preparada
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