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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana dos
cimentos endodénticos AH Plus (A), Endofill (E) e Sealer 26 (S), imediatamente apés a
manipulacdo, em contatos com culturas isoladas de E. faecalis (EF), P aeruginosa (PA),
S. aureus (SA) e C. albicans (CA). Para tanto, foram confeccionados 9 corpos de prova de cada
um dos materiais a partir de discos de papel filtro com 5 mm de diametro. Oito destes, 2 para
cada microrganismo, foram colocados sobre placas de Petri, contendo meio de cultura Brain
Hart Infusion-Agar (BHI-A) inoculado. O tultimo foi colocado sobre uma placa com meio de
cultura estéril (controle de esterilidade). Uma placa com BHI-A ndo inoculado serviu de controle
negativo. As placas foram levadas a estufa bacteriolégica e 48 horas apoés realizou-se a medida
dos halos de inibicao de crescimento microbiano com auxilio de paquimetro digital. Para o
grupo do A, E e S, respectivamente, a média dos halos, em milimetros, foi de: 0,70, 3,13 e 1,79
para EF; 1,08, 3,40 e 3,01 para PA; 0,72, 3,16 e 4,03 para SA; 1,32, 2,59 e 1,40 para CA. O
controle negativo e o controle de esterilidade dos materiais evidenciaram auséncia de crescimento
microbiano. Conclui-se que todos os cimentos testados apresentaram atividade antimicrobiana
em contato com as culturas estudadas, sendo que para EF, PA e CA a ordem crescente do
diametro do halo de inibicdo foi: A, S e E. Para SA a ordem crescente foi: A, E e S.

UNITERMOS: obturac¢ao do canal radicular; endodontia; infeccao.

SUMMARY

The aim of this study was to analyse the anti-microbial activity of the endodontic sealers
AH Plus (A), Endofill (E) and Sealer 26 (S), immediately after their manipulation and in
contact with isolate cultures of E. faecalis (EF), P aeruginosa (PA), S. aureus (SA) and
C. albicans (CA). For this purpose, 9 samples of each sealer were obtained by pouring the
sealers into paper filter discs having 5 mm diameter. Eight samples, two for each
microorganism, were placed into Petri dishes containing the innoculated culture media in
Brain Heart Infusion — Agar (BHI-A). One sample served as sterility control, placed on a dish
containing sterile culture media. The negative control consisted of a BHI-A containing dish
not inoculated. The dishes were incubated in a bacteriological oven for 48 hours and then
the inhibition zones were measured through a digital pachymeter. The average zones for A,
E and S were, respectively (mm): 0.70, 3.13 and 1.79 to EF; 1.08, 3.40 and 3.01 to PA; 0.72,
3.16 and 4.03 to SA; 1.32, 2.59 and 1.40 to CA. Both negative control and sterility control
showed no microbial growth. All the sealers tested showed antimicrobial activity. In an
ascending order, the inhibition zones were A, S and E for the cultures of EF, PA and CA; for
the cultures of SA, the ascending order was A, E and S.

UNITERMS: root canal obturation; endodontics; infection.
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INTRODUCAO

Em casos de necrose pulpar, quando ja existe
a infeccao do sistema de canais radiculares,
durante o preparo quimico-mecanico e com a
utilizacao de uma medicacao intracanal adequada,
o cirurgido-dentista promove uma sanificacao
deste sistema. Sabe-se que, nestas situacoes, a
eliminagado dos microorganismos na sua totali-
dade, durante a terapia endodéntica, apesar de
desejada, € dificil de ser alcancada. Mesmo apés a
obturacao do canal, microorganismos sao capazes
de permanecer no interior da massa dentinaria e
na regiao periapical.!015

A dificuldade em tornar o sistema de canais
um meio livre de microorganismos deve-se a sua
morfologia complexa e variavel. Esse sistema ¢é
composto por um canal principal, que pode
apresentar multiplas ramificacoes denominadas de
acordo com sua posicao e ou caracteristicas.!4

Frente a essa constataciao, apds a conclusao
do preparo do canal radicular e a utilizacao da
medicacado intracanal, a obturacdo devera ser
realizada de forma a impedir a multiplicacao e a
sobrevivéncia dos microorganismos que possam
ter restado. Da mesma forma, o preenchimento do
canal radicular, devera impedir a reinfeccao, nos
casos de necrose pulpar, ou a infecgao do referido
sistema, nos casos em que havia vitalidade pulpar
e, conseqiientemente, auséncia de microorga-
nismos.

Com estes objetivos, tém-se utilizado para
obturar os canais radiculares cones de guta-percha
em associacdo com um cimento endodéntico.
Este ultimo, de acordo com Grossman® (1958),
idealmente deveria preencher onze requisitos,
entre eles ter efeito antimicrobiano. Esta pro-
priedade é fundamental para o combate a micro-
organismos que tenham restado no sistema de
canais radiculares bem como para impedir a
infeccao ou reinfeccao do mesmo apds a obturacao.

Como, ainda hoje, ndo ha um cimento en-
dodéntico que preencha todos os requisitos de um
cimento endodéntico ideal, novas formulacoes tém
surgido no mercado. O Endofill é um cimento de
Grossman, a base de 6xido de zinco e eugenol,
comercializado no Brasil, que, recentemente, veio
substituir o Fill Canal. O Sealer 26 e o AH Plus
sao cimentos resinosos ainda pouco estudados,
havendo a necessidade de realizarem-se novas
investigacoes.

Frente a essa realidade, surge a duvida com
relacao as propriedades desses cimentos, entre
elas a atividade antimicrobiana. Alguns autores,
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empregando diferentes metodologias, tém buscado
investigar essa questao, lancando mao de culturas
microbianas.!-2:49.11-13

Apesar da literatura existente, ainda restam
duvidas em relacao a atividade antimicrobiana dos
cimentos endodénticos. Sendo assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar, in vitro, a atividade
antimicrobiana de um cimento endoddntico a
base de 6xido de zinco e eugenol (Endofill) e dois
a base de resina epo6xi (AH Plus e Sealer 26),
imediatamente ap6és a manipulacdo, em contato
com culturas isoladas de quatro microorganismos.

MATERIAL E METODO

O meio de cultura empregado foi o Brain Hart
Infusion — BHI (Difco, Detrit, MI), no qual o Agar
Noble (Difco, Detrit, MI) foi empregado como
agente de solidificacdo na proporg¢ao de 2%.

Inicialmente, com auxilio de uma pipeta de
25 ml, 48 ml do meio de cultura foram distribui-
dos em quatro tubos de ensaio (15 cm X 1,3 cm),
sendo que cada um recebeu 12ml. Os tubos foram
inclinados, permanecendo assim até que ocorresse
a solidificacao do meio. Em seguida, foram levados
a estufa bacteriolégica (Quimis® — Q31-614, Apa-
relhos Cientificos Ltda., Diadema, SP) a 37° C, em
condicoes de aerobiose, durante 24 horas.

A seguir, cada um dos microorganismos -
Enterococcus faecalis (EF), Pseudomonas aeruginosa
(PA), Staphylococcus aureus (SA) e Candida
albicans (CA) - a partir de culturas puras foi
repicado, com alca de platina, em um tubo de
ensaio. Os quatro tubos de ensaio, contendo
as culturas repicadas, foram levados a estufa
bacteriolédgica, onde permaneceram por 48 horas.

Alem disso, 168 ml de meio de cultura foram
distribuidos, com auxilio de pipeta de 25 ml, em
14 placas de Petri com 10 cm de diametro, sendo
que cada placa recebeu 12 ml de meio. Além
disso, foram confeccionados 27 discos de papel
filtro (Melitta® - Melita do Brasil Industria e
Comércio Ltda., Avaré, SP), com 5 mm de dia-
metro, com auxilio de um perfurador de papel
(X — Series® — Noe Comeércio, Importacao, Expor-
tacao Ltda, Made in China).

Os discos de papel filtro foram esterilizados
em autoclave (AMPC - Eletronica®, Industria e
Comércio Ltda., Itu, SP) e as 14 placas de Petri,
contendo meio de cultura, levadas a estufa
bacterioldgica durante 24 horas.

Ap6s, cada um dos microorganismos, repi-
cados no meio de cultura inclinado, foram sus-
pensos em agua destilada de acordo com a turbi-
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dez do tubo n°1 da escala de Mc Farland, o qual
corresponde a, aproximadamente, 3 X 108 UFC/ml.

Concluida a suspensao dos microorganismos,
trés placas de Petri, contendo meio de cultura,
foram inoculadas com a cultura de PA, trés com a
cultura de EF, trés com a cultura de SA, e trés com
cultura de CA. Para isso, colocou-se 0,1 ml da
respectiva cultura em cada placa, espalhando-a
sobre o meio com alc¢a de vidro de Drigalsk.

A seguir, os cimentos endodoénticos Endofill
(Dentsply, Industria e Comércio Ltda., Petrépolis,
RJ), Sealer 26 (Dentsply, Industria e Comércio
Ltda., Petrépolis, RJ) e AH Plus (Dentsply DeTrey
GmbH, Konstanz, Alemanha) foram manipulados
de acordo com as recomendacoes do fabricante:
Nove discos de papel filtro, foram impregnados
com Endofill, 9 com Sealer 26 € 9 com AH plus,
constituindo os corpos de prova.

Em cada hemiarco das placas de Petri, sobre a
superficie do meio inoculado, foi colocado um
corpo de prova. Para cada um dos microorga-
nismos testados, foram empregados dois corpos
de prova de cada um dos materiais, totalizando
oito corpos de prova do Endofill, oito do Sealer 26
e oito do AH Plus. Cumpre, nesse momento,
esclarecer que, os dois corpos de prova colocados
na mesma placa, sempre foram de diferentes
materiais.

Os corpos de prova que restaram foram
empregados para a comprovacao da esterilidade
do material. Com este objetivo, em uma placa de
Petri, sobre o meio de cultura nao inoculado, foi
colocado um corpo de prova, de cada um dos
cimentos endodoénticos testados, seguindo uma
seqiiéncia pré-determinada. Uma placa de Petri,
contendo meio de cultura nao inoculado, foi
utilizada como controle negativo.

Sob as 14 placas de Petri identificou-se, através
de caneta de retroprojetor, a cultura microbiana,
os materiais colocados sobre o meio inoculado e
os grupos controle.

Assim, as 14 placas de Petri foram levadas para
uma estufa bacteriolégica a 37° C, em condicoes
de aerobiose. Passadas 48 horas, foi realizada a
avaliacao da presenca ou auséncia de halo de
inibicao de crescimento microbiano, em torno dos
corpos de prova. Quando presente, seu diametro
foi medido, com boas condicoes de luminosidade,
com auxilio de um paquimetro digital eletrénico
(Modelo Stainless Steel — Digimess® Instrumentos
de Precisao Ltda., Made in China). No controle
negativo observou-se a presen¢a ou auséncia de
crescimento microbiano. Na placa de Petri con-
tendo meio de cultura nao inoculado e os corpos
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de prova dos diferentes materiais testados obser-
vou-se a presenca ou auséncia de crescimento
microbiano em torno dos corpos de prova.

Cabe ressaltar que todo o experimento foi
realizado em condicoes assépticas. O meio de
cultura e a Aagua destilada e o instrumental
utilizados foram esterilizados em autoclave a
121° C, durante 15 minutos. Além disso, todo o
experimento foi realizado no interior de uma capela
de fluxo laminar (Maotc®, MM-80 — Manomer-
Dwyer, Instruments Inc., Mich City, USA).

Os dados obtidos a partir da medida do
diametro dos halos de inibicao de crescimento
microbiano foram analisados de forma descritiva,
comparando-se a atividade antimicrobiana dos
cimentos endoddénticos, considerando-se as cul-
turas microbianas isoladamente.

RESULTADOS

A medida dos halos de inibicao promovidos
pelos cimentos endodonticos frente as diferentes
culturas microbianas, apés o periodo de 48 horas,
encontra-se no Quadro 1.

QUADRO 1 - Medida dos halos de inibicao de cres-
cimento microbiano em milimetros (mm) conside-
rando-se 0s microrganismos (m.o.) em relacao aos
cimentos endodoénticos testados.

0. — cimento Medida do halo (mm)
Disco 1 Disco 2 Média
PA — Sealer 26 2,98 3,13 3,06
PA — AH Plus 0,73 1,42 1,08
PA — Endofill 3,62 3,18 3,40
CA — Sealer 26 1,30 1,49 1,40
CA — AH Plus 1,25 1,39 1,32
CA — Endofill 2,96 2,21 2,59
EF — Sealer 26 2,54 1,04 1,79
EF — AH Plus 0,73 0,67 0,70
EF — Endofill 2,95 3,30 3,13
AS — Sealer 26 4,18 3,87 4,03
AS — AH Plus 0,95 0,49 0,72
AS — Endofill 2,85 3,47 3,16

As Figuras 1, 2, 3 e 4 ilustram os corpos de
prova e seus halos de inibicado de crescimento
microbiano em contato com a cultura de PA, CA,
EF e SA, respectivamente.

Os resultados evidenciaram, ainda, que nao
houve crescimento microbiano no controle negativo
(Figura 5). Além disso, nao foi observado desen-
volvimento de microrganismos no controle de
esterilidade dos cimentos testados (Figura 6).
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Figura 1 — Corpos de
prova dos cimentos

AH Plus (A), Sealer 26
(S) e Endofill (E) em
contato com a cultura de
Pseudomonas aeruginosa
(PA.).

Figura 2 — Corpos de
prova dos cimentos

AH Plus (A), Sealer 26
(S) e Endofill (E) em
contato com a cultura de
Candida albicans
(C.A.).

Figura 3 — Corpos de
prova dos cimentos

AH Plus (A), Sealer 26
(S) e Endofill (E) em
contato com a cultura de
Enterococcus faecalis
(E.F).

Figura 4 — Corpos de
prova dos cimentos

AH Plus (A), Sealer 26
(S) e Endofill (E) em
contato com a cultura de
Staphylococcus aureus
(S.A)).

Figura 5 — Controle negativo (C) Figura 6 — Controle de esterilidade do
Sealer 26 (S), Endofill (E) e AH Plus (A).
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DISCUSSAO

Em casos de necrose pulpar, mesmo apdés o
preparo quimico-mecéanico dos canais radiculares
e o emprego do curativo de demora adequado,
restam microrganismos no interior do sistema de
canais. Frente a esta constatacao, espera-se que
os cimentos endodonticos possuam atividade anti-
microbiana para auxiliar na sanificacdo deste
sistema.

O meio de cultura BHI-A é um meio sélido que
suporta o metabolismo de microrganismos com
diferentes exigéncias nutritivas. Por este motivo,
foi empregado, sendo adequado a sobrevivéncia
dos microrganismos estudados. Alem disso, o
ambiente aerébio foi escolhido uma vez que os
quatro microrganismos em estudo podem sobre-
viver na presenca de oxigénio. A andalise dos
resultados foi feita em um periodo de 48 horas por
ser o tempo necessario para a proliferacao dos
microrganismos em questao.

A escala de Mc Farland proporcionou uma
padronizacdao do niimero de colonias de micror-
ganismos inoculadas em cada uma das placas de
Petri contendo meio de cultura. O emprego de
discos de papel filtro impregnados com os ci-
mentos endodoénticos, como corpos de prova,
permitiu a padronizacao da superficie de contato
destes com o meio de cultura e os microrganismos
ali inoculados.

A observacao do controle negativo possibilitou
comprovar que o meio de cultura empregado
estava em condi¢oes microbiolégicas adequadas.
Nao houve a necessidade do emprego de um grupo
controle positivo uma vez que a viabilidade dos
microrganismos foi avaliada nas placas experi-
mentais, onde o crescimento microbiano foi
verificado. O teste de esterilidade dos materiais
avaliados comprovou que estes nao estavam
contaminados, o que poderia ter interferido nos
resultados do presente estudo.

Foi possivel observar, através da analise dos
resultados do presente estudo, que o AH Plus
apresentou atividade antimicrobiana ténue em
comparacao com os demais cimentos endodon-
ticos testados, frente a todas as culturas avaliadas.
Seu pior desempenho foi em relacao a cultura de
EF, fato também observado nos estudos de
Leonardo et al.® (2000) e Mickel et al.” (2003).
Nestes estudos a atividade antimicrobiana do AH
Plus, em relacao ao referido microrganismo, foi
ausente ou inferior aos demais cimentos avaliados.

Observou-se, no presente estudo, que o ci-
mento de Grossman (Endofill) apresentou maiores
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halos de inibicao que o Sealer 26, quando em
contato com o EF. Fato semelhante foi verificado
por Siqueira et al.'® (2000) que constataram, frente
a esse microrganismo, presenca de atividade
antimicrobiana para o cimento de Grossman (Fill
Canal) e auséncia para o sealer 26. Essa diferenca,
entre o referido estudo e o presente, talvez possa
ser explicada pelo uso de proporcoes diferentes
entre pé e liquido, uma vez que o fabricante nao
recomenda uma quantidade exata de p6 e liquido.

Assim como esta, as pesquisas realizadas por
Pupo et al.® (1983), Siqueira et al.!*> (2000),
Signoretti et al.!! (2002) e Sipert et al.'? (2003)
mostraram que o Endofill apresenta atividade
antimicrobiana frente a cultura de CA. Em relacao
a este mesmo micorganismo, o Sealer 26 também
apresentou atividade antimicrobiana. Este resulta-
do concorda com os estudos de Duarte et al.?
(1997), Signoretti et al.!! (2002) e Rodrigues et al.®
(2003). Nao diferente, o AH Plus foi eficaz contra a
CA, concordando com os resultados encontrados
por Kaplan et al.# (1999) e Signoretti et al.!! (2002).

Contrarios aos achados do presente estudo,
Siqueira et al.!® (2000) nao verificaram atividade
antimicrobiana do Sealer 26 em relacao a CA. Esta
diferenca talvez tenha ocorrido pelo mesmo motivo
ja descrito.

Siqueira et al.!® (2000) concordam com o0s
achados da presente investigacao no que se refere
a cultura de PA. Estes autores também observaram
acao inibitéria desta pelos cimentos AH Plus,
Sealer 26 e Endofill. Leonardo et al.® (2000),
também concordando com os referidos estudos,
constataram acao antimicrobiana por parte do AH
Plus e do Fill Canal contra este microrganismo.
Da mesma forma, Duarte et al.2 (1997) observaram
que o Sealer 26 apresentou atividade antimicro-
biana quando em contato com cultura de PA.

A presenca de atividade antimicrobiana dos ci-
mentos endodonticos testados frente a cultura de
SA, observada no presente estudo, também foi veri-
ficada por Pupo et al.8 (1983), Al-Khatib et al.! (1990),
Leonardo et al.6 (2000), Chung et al. (2001), Lai et
al.5 (2001), e por Signoretti et al.!! (2002).

O cimento de Grossman mostrou-se eficaz
contra a cultura de SA nesta investigacao. Este
resultado concorda com os achados de Pupo et al.®
(1983) e de Al-Khatib et al.! (1990). Leonardo et
al.6 (2000), Chung et al. (2001) e Lai et al.5 (2001)
que, comparando a acao antimicrobiana de um
cimento a base de 6xido de zinco e eugenol com a
do AH Plus frente a cultura de SA, encontraram
melhores resultados para o primeiro em relacao
ao segundo. A atividade antimicrobiana verificada
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por Signoretti et al.!! (2002) em relacdo ao Endofill
e ao Sealer 26 descorda dos achados da presente
investigacdo. Os autores encontraram maior
efetividade do Endofill frente a cultura de SA
quando comparado com o Sealer 26. Kaplan et al.*
(1999), discordando dos achados do presente
estudo, verificaram que o AH Plus nao apresentou
atividade antimicrobiana quando em contato com
cultura de SA.

Observa-se que ha, na literatura, uma série
de estudos ja realizados em relagao a atividade
antimicrobiana de cimentos endodonticos. Entre-
tanto, as inameras metodologias empregadas, os
diferentes cimentos endoddnticos avaliados, apre-
sentando diferentes composicoes, as formas
variadas de analisar os resultados e os diversos
microrganismos empregados, tornam essa gama
de investigacoes insuficientes.

Assim, novos estudos em relacao a atividade
antimicrobiana dos diferentes cimentos enddédon-
ticos, disponiveis no mercado, frente as inimeras
culturas microbianas existentes sdo necessarios.
Desta forma sera possivel o entendimento desta
importante propriedade que os cimentos devem
apresentar.

CONCLUSOES

1. Todos os cimentos testados apresentaram
atividade antimicrobiana contra todas as culturas
avaliadas.

2. Para as culturas de Pseudomonas aerugi-
nosa, Candida albicans, Enterococcus faecalis,
os cimentos apresentaram a seguinte ordem
crescente do diametro do halo de inibicao de
crescimento microbiano: AH Plus, Sealer 26 e
Endo Fill.

3. Frente a cultura de Staphylococcus aureus,
a ordem crescente do diametro do halo de inibicao
de crescimento microbiano apresentada foi: AH
Plus, Endo Fill e Sealer 26.
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