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RESUMO

Uma das preocupac¢des que se tém na Endodontia atualmente, é a busca
de medicagbes com o maximo de eficiéncia na eliminagdo de microrganismos
responsaveis por infeccbes endodoénticas. Dentre estes, encontram-se as
leveduras do género Candida albicans, capazes de formar biofilme na cavidade
oral, forma que pode dificultar sua remogao dos tecidos bucais com uma alta
resisténcia aos curativos de demora, entre eles, o hidroxido de célcio, muito
usado no tratamento endodbntico por suas varias propriedades biologicas.
Porém, a literatura mostra uma grande resisténcia desse fungo ao hidréxido de
calcio, sendo esta uma das principais causas de insucesso no tratamento
endoddntico. Com o objetivo de melhorar a eficiéncia da pasta de hidroxido de
calcio contra C. albicans (cepa ATCC 10231), o objetivo desta pesquisa foi
acrescentar bioprodutos e farmacos com propriedades antifingicas a este po,
como o 6leo de coco, seus monoglicerideos monolaurina e monocaprina além
dos atifungicos terbinafina e fluconazol e avaliar a atividade das novas pastas
frente ao fungo. Para isto, foram utilizadas as técnicas de difusdo em agar e de
contato direto para verificar a atividade antifingica dos produtos em células
planctdnicas. A andlise estatistica foi realizada pelos testes Kruskal Wallis para
comparagao global das pastas e pelo teste de Tukey para comparagdes
individuais, com nivel de significAncia de 5%. A associacdo do hidréxido de
calcio ao fluconazol potencializou a acdo da pasta, com diferenca significante
(p<0,05). As pastas de hidréxido de célcio associadas a monolaurina e
monocaprina revelaram mesma atividade antifangica em relagcéo a pasta pura.
Pelo teste do contato direto, todas as pastas inibiram a atividade do fungo, em
todas as variaveis de tempo.

Palavras-chave: Hidroxido de célcio. Oleo de coco. Monoglicerideos. Atividade
antifingica. Candida albicans.
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ABSTRACT

One of the concerns currently facing endodontics is the search for
medications that are most efficient in eliminating microorganisms responsible
for endodontic infections. Among these are Candida albicans yeasts, capable of
forming biofilm in the oral cavity, which can make it difficult to remove oral
tissues with a high resistance to delayed dressings, including calcium
hydroxide, widely used in the oral cavity. endodontic treatment for its various
biological properties. However, the literature shows a high resistance of this
fungus to calcium hydroxide, which is one of the main causes of endodontic
treatment failure. In order to improve the efficiency of calcium hydroxide paste
against C. albicans (strain ATCC 10231), the aim of this research was to add
bioproducts and drugs with antifungal properties to this powder, such as
coconut oil, its monolaurin and monocaprine monoglycerides. besides the
terbinafine and fluconazole atifungals and to evaluate the activity of the new
pastes against the fungus. For this, the agar diffusion and direct contact
techniques were used to verify the antifungal activity of the products in
planktonic cells. Statistical analysis was performed by Kruskal Wallis tests for
global paste comparison and Tukey test for individual comparisons, with a
significance level of 5%. The association of calcium hydroxide with fluconazole
potentiated the paste action, with significant difference (p <0.05). Calcium
hydroxide pastes associated with monolaurin and monocaprine showed the
same antifungal activity as pure paste. By direct contact testing, all pastes
inhibited fungal activity in all time variables.

Keywords: Calcium hydroxide. Coconut oil. Monoglycerides. Antifungal activity.
Candida Albicans.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O problema dos microrganismos na Endodontia

No campo da Endodontia, o sucesso do tratamento endododntico baseia-
se na maxima desinfec¢do do sistema de canais radiculares, propiciando um
ambiente favoravel ao reparo de lesdes periapicais, enquanto a persisténcia de
alguns microrganismos exerce um papel significante nas falhas do tratamento
endodontico (SJOGREN et al., 1997).

Segundo a Associacdo Americana de Endodontia, considera-se
/insucesso endodéntico quando ha fistula recorrente ou edema, desconforto a
palpacdo ou percussdo, fratura irrepardvel da unidade dentéria, excessiva
mobilidade do dente, perda periodontal progressiva e inabilidade do dente de
exercer a sua fungéo. (QUALITY ASSURANCE GUIDELINES, 1987)

Dentre muitos fatores que possam estar envolvidos nos casos de
insucesso endoddntico, a resisténcia ao tratamento de microrganismos que se
proliferam nos canais radiculares, ou que contaminam o local por infiltragcdes
coronarias, sdo as principais causas que levam ao fracasso endodontico. (LIN,
1992; DAHLEN, 1992; CHEUNG, 1996). Varios microrganismos como
bactérias e fungos ja foram encontrados e identificados em tdbulos dentinérios,
lesGes periapicais, perirradiculares e pulpares. (GOMES, 1996; MOLANDER,
1998; MOLLER, 1996; NAIR, 1990)

Sabe-se que algumas espécies sdo mais frequentemente isoladas em
casos de fracasso endodontico em infeccdes persistentes em comparagédo a
infeccdes primérias, como as bactérias Enterococcus faecalis e Pseudomonas
sp. (HAAPASALO, 1983; RANTA, 1988; MOLANDER, 1998) Além de bactérias,
as leveduras aparecem como importantes patégenos em lesdes endodonticas.
(SEN, 1995) As leveduras fazem parte da flora normal do ser humano,
podendo ser encontradas em varios locais, como na cavidade oral, pois esta
apresenta condi¢gbes ambientais adequadas para a colonizagdo por fungos.
(SHEPHERD, 1992)

Dentre as espécies fungicas mais predominantes na cavidade oral,
destaca-se a levedura Candida albicans. (ODDS, 1988) Por ser um

microrganismo comensal inofensivo, parece que pequenas alteragbes em sua
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condicdo s&o capazes de transformd-lo em um organismo patogénico,
ganhando condigbes de expressar fatores de viruléncia, como capacidade de
adesd@o a células hospedeiras, formacdo de hifas, secre¢cdo de proteases e
fosfolipases, mudanca fenotipica e formacdo de biofilme (SWEET, 1997;
CALDERONE et al., 2000)

Na cavidade oral, C. albicans possui a habilidade de penetrar nos
tibulos dentinérios, devido a presenca de hifas e de se aderir as células por
conta de suas adesinas de superficie celular, que sdo essenciais, junto com
proteases e fosfolipases para a colonizacdo e a infeccdo das células do
hospedeiro, levando a danos nos tecidos perirradiculares. (CALDERONE,
2001).

Embora exista uma taxa de insucesso nos tratamentos endodoénticos, o

sucesso destes € devido a eficiéncia dos medicamentos escolhidos para uso.

Um antisséptico muito usado em tratamentos endodbnticos é a
clorexidina, devido a sua grande eficacia antimicrobiana. (MOHAMMADI, 2009)
Por ser uma molécula catibnica, possui uma caracteristica de substantividade,
ou seja, possui efeito por mais tempo apés sua aplicacdo (KHADEMI, 2006). A
clorexidina é um composto hidrofébico e hidrofilico que interage com
fosfolipideos e lipopolissacarideos das membranas das células microbianas,
entrando na ceélula por algum tipo de mecanismo de transporte ativo ou
passivo. (ATHANASSIADIS et al., 2007) Sua carga positiva interage com a
carga negativa do grupo fosfato da parede celular do microrganismo, alterando
0 equilibrio osmotico celular, aumentando a permeabilidade, facilitando sua
penetragcdo. (GOMES et al. 2003a,b; SIQUEIRA & SEN, 2004)

Os derivados azdlicos antifungicos também possuem importancia clinica
no tratamento endodontico, especialmente para C. albicans. Essas drogas tém
como mecanismo de acdo a inibicdo da biossintese do ergosterol pela
interacdo com a enzima lanosterol demetilase, responsavel pela conversdo do
lanosterol a ergosterol, componente essencial da membrana fangica (WYNN et
al., 2003).

O uso do hidréoxido de célcio na Endodontia
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Um curativo conhecido e j& bem documentado na literatura é o hidroxido
de célcio [Ca(OH),], sendo uma boa escolha para o tratamento endodéntico,
por apresentar propriedades com o poder anti-inflamatoério, dissolucdo de
restos organicos, controle microbiano e inibicdo de reabsor¢des inflamatodrias
(LOPES & SIQUEIRA, 2004).

Como trata-se de uma substancia hipertdnica quando em relagédo ao
meio, o hidroxido de calcio consegue absorver os fluidos teciduais, como
exudatos inflamatoérios, reduzindo a pressédo hidrostatica tecidual. (LOPES &
SIQUEIRA, 2004).

Sua atividade antimicrobiana se deve a liberag@o de seus ions hidroxilas
(OH"), aumentando o pH do meio e pela liberacdo de ions célcio (Ca®"). Este
aumento de pH causa dano na membrana citoplasmatica, desnaturagéo de
proteinas, inibicdo enzimética e dano ao DNA dos microrganismos. Também,
quando o hidroxido de célcio reage com CO», ha a formagédo de CaCOs, € 0s
microrganismos que precisam de CO, para sobreviver, sdo eliminados.
(SIQUEIRA & LOPES 1999; KONTAKIOTIS et al., 1995). Além disso, € o Uunico
medicamento endod6éntico capaz de inibir a acdo de lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos. (SAFAVI; NICHOLS, 1993)

Por conta de os osteoclastos serem ativados pelo LPS bacteriano, com a
inibicdo desse pelo hidroxido de calcio, também ha uma diminuicdo da
reabsorcdo Ossea feita por estas células (SAFAVI; NICHOLS, 1993; JIANG et
al, 2003).

Na presenca de ions célcio, os vasos capilares presentes nos tecidos
de granulagdo de dentes desvitalizados diminuem sua permeabilidade,
reduzindo o volume de liquido intercelular, havendo um aumento na atividade
da enzima pirofosfatase, conhecida por favorecer o mecanismo de reparacao e
mineralizagéo tecidual. (HEITHERSA,1995)

Dentre os microrganismos que oferecem resisténcia ao Ca(OH),, esta a
levedura C. albicans (ATHANASSIADIS et al.,2007; LANA et al.,, 2001,
WALTIMO, 1999). Por ter a capacidade de invadir tibulos dentinarios, o
microrganismo protege-se da agdo de instrumentos, irrigantes e medicamentos,

dentre estes, os de poder alcalino, devido ao tamponamento da dentina.
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(SIQUEIRA et al., 2002; HAAPASALO et al., 2000; NAIR et al., 2005) Por conta
disso, geralmente o Ca(OH), é misturado a algum veiculo para facilitar sua
difusdo e aumentar seu poder antimicrobiano. (SAFAVI; NICHOLS, 1993;
ESTRELA, 1999%; ESTRELA, 1999b)

Oleo de coco

De acordo com Portaria n. 398 de 30/04/99 da Secretaria de
Vigilancia Sanitéria (SVS) do Ministério da Saude (MS), alimento funcional é
todo aquele alimento que, além do papel basico de nutrir 0 organismo, contribui
com efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos o corpo humano, devendo

ser seguro para consumo sem supervisdo médica. (ANVISA, 1999)

Cocos nucifera, mais conhecido como coco, € um alimento funcional
gue vem ganhando bastante destaque na culinaria e na saude devido a suas
inimeras propriedades benéficas e terapéuticas. (GUARTE; MUHLBAUER;
KELLERT, 1996)

Do coco extrai-se 0 seu Oleo, uma gordura que € um alimento com
poderes antimicrobianos, imunomodulador, antioxidante, termogénico,
insulinotropico, antiaterogenico, neuroestimulador, modulador de peso,
regulador da dislipidemia sanguinea e além desses, possuem muitos outros
efeitos que fazem bem para a salde humana. (BABA, 1982; GARFINKEL et al.,
1992; LINDEBERG et al., 1999; CARDOSO, 2015; PAGE et al., 2009; MARINA
et al. 2009; ARUNIMA AND RAJAMOHAN, 2012; NAIR et al., 2016)

Dentro da atividade antimicrobiana, o 6leo de coco se destaca por
ser antibacteriano, antiparasitario, antiviral e antifingico. (THORMAR et al.,
1978; BERGSSON et al., 2001)

Para entender melhor estas grandes propriedades, é importante
dizer que o coco é um alimento com predominio de gordura composta por
acidos graxos saturados (92%), além de &cidos graxos mono e poliinsaturados,
fibras, proteinas, vitaminas, agua, minerais e pouco carboidrato. (GUARTE;
MUHLBAUER; KELLERT, 1996; BANZON; VELASCO, 1982; GRIMWOOD,
1975).
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Tanto 0os macronutrientes quanto 0s micronutrientes presentes no
coco sdo os responsaveis pelos grandes beneficios oferecidos por esse
alimento funcional. Dividimos as gorduras saturadas do coco em 4cidos graxos
de cadeia curta (até 6 carbonos), média (de 8 a 12 carbonos) e longa (acima de
14 carbonos). Sendo assim, temos o &cido caproico (cadeia curta), os acidos
caprilico, caprico e laurico (cadeia média) e os &cidos esteéarico, miristico e
palmitico (cadeia longa). Vale mencionar que o metabolismo do acido graxo
difere quanto ao tamanho de sua cadeia de carbono, por isso nédo é certo falar
que todas as gorduras se comportam de maneira igual no organismo.
(BABAYAN, 1987) Os &cidos graxos de cadeia média do coco (64%) vao direto
para o figado através da veia porta para servirem de energia, ndo sendo
depositados em adipdcitos, como os de cadeia longa, sendo assim, incapazes
de promover ganho de peso. (KAUNITZ, 1971; BABA et al., 1982; BACH &
BABAYAN, 1982)

Os efeitos antimicrobianos dos lipidios tém sido extensivamente
estudados ultimamente. (ISAACS et al., 1995; KABARA, 1978; SHIBASAKI,
1978; BERGSSON et al., 1998) Alguns microrganismos inibidos pelos poderes
do 6leo de coco sao: Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori, Hemophilus
influenza, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
mutans Enterococcus faecalis, Giardia lamblia, HIV, Herpes simplex,
citomegalovirus, virus Epstein Barr, Influenza, Chlamydia trachomatis,
Neisseria e Candida albicans (KABARA, 1972; BERGSSON;
STEINGRI"'MSSON; THORMAR, 1999; OGBOLU, 2007 PEEDIKAYIL et al.,
2016).

Para a propriedade antimicrobiana, o &cido laurico - 47% (12
carbonos) e o 4cido céprico - 7% (10 carbonos) se destacam. Esses &cidos
graxos, apos ingeridos na forma de triacilglicerol, sdo quebrados no trato
gastrointestinal por lipases formando os monoacilglicer6is monolaurina e
monocaprina, respectivamente. Diante disto, € importante ressaltar que a
monolaurina e a monocaprina sdo excelentes antifangicos naturais (CARPO,
2007; BERGSSON, 1999; VERALLO, 2008; OGBOLU, 2007).

Em um estudo feito por Ogbolu et al., (2007) por difuséo radial, C.

albicans teve uma maior sensibilidade ao 6leo de coco virgem (100%) em



26

comparacdo ao fluconazol (92%). Usado como enxaguante bucal, o dleo
diminuiu placas dentais e gengivite, em estudos in vivo, comparando-se ao uso
de clorexedina (PEEDIKAYIL et al., 2015; PEEDIKAYIL et al., 2016; KAUSHIK
et al., 2016).

Varias hipoteses tém sido discutidas para se entender o0 mecanismo
pelo qual o éleo de coco por si pode agir diminuindo a quantidade microbiana e
adesdo de placas dentais. O exato mecanismo ainda néo esta claro. Estudos
mostraram que o 6leo de coco tem um grande valor de saponificacdo e
emulséo, podendo ser este um dos motivos de sua agdo. Os alcalis da saliva
também podem reagir com o 6leo levando a saponificacdo. (PEEDIKAYI et al.,
2016; KAUSHIK et al., 2016)

Thorgeirsdottir et al. (2006) demonstraram em seus estudos por
difuséo radial que a monocaprina foi capaz inibir Candida albicans. Bergsson et
al., (2001), quando analisaram por microscopia eletronica de transmisséo
células de C. albicans depois de um tratamento com monocaprina, observou
uma desorganizagao e encolhimento do citoplasma por causa da desintegracéo

da membrana plasmética, resultando em destruicao das células flngicas.

Seleem et al. (2016) mostraram atividade antifingica da monolaurina
contra varias cepas de C. albicans em formas plancténicas, incluindo cepas
resistentes ao fluconazol. No mesmo estudo, foi mostrada uma forte atividade
antifangica in vitro da monolaurina contra biofilmes de C. albicans. Strandberg
et al. (2010), em um experimento in vitro, mostrou que a monolaurina reduziu a
quantidade de C. albicans e de outras 5 espécies de Candida. No mesmo
estudo, agora in vivo, a monolaurina foi capaz de matar a C. albicans em
mulheres com candidiase vaginal, quando aplicada na forma de gel. Quando a
monolaurina foi usada na forma de nanoparticulas contra biofilme de C.
albicans, houve uma reducéo de aproximadamente 94% do biofiime em 48
horas, mostrando que o monoglicerideo consegue penetrar no biofilme,

diferente das drogas convencionais. (LOPES et al., 2016)

Hayama et al. (2015), embora ndo tenha usado monoglicerideos em
seu estudo, usou os acidos caprico e laurico contra C. albicans. Ele mostrou
gue os precursores da monocaprina e da monolaurina, respectivamente, foram

capazes de inibir o crescimento de hifas das leveduras.
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2 JUSTIFICATIVA

Com a resisténcia aos antimicrobianos se tornando cada vez maior,
especialmente em ambientes hospitalares e odontoldgicos, € extremamente
consideravel a necessidade de se encontrar agentes antimicrobianos naturais
para uso seguro, sem efeitos colaterais e, principalmente sem resisténcia

microbiana.

A ideia de associar o hidroxido de calcio a alguma outra substancia
de carater microbicida, permite potencializar a agdo antimicrobiana esperada,
além de manter as propriedades bioldgicas do hidréxido de calcio, como o alto

poder de mineralizagéo.

Devido as excelentes propriedades antifungicas de grande espectro
mostradas nas evidéncias cientificas relatadas, ndo h4 nada mais apropriado
do que testar o Oleo de coco e seus monoglicerideos monolaurina e
monocaprina, em conjunto com o hidroxido de calcio contra linhagem de
Candida albicans, j& que este microrganismo apresenta alta resisténcia ao
hidroxido de calcio e, ainda ha poucos estudos na literatura com o uso desses
lipidios contra C. albicans. Além disso, é o primeiro estudo a testar a
associacdo entre o hidroxido de célcio e monoglicerideos presentes no 6leo de

coco.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL:

Testar se a adi¢do de diferentes bioprodutos e farmacos antifingios ao
hidroxido de célcio influencia em sua atividade antifungica contra Candida

albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Avaliar a atividade antifangica in vitro pelo método da difuséo
radial das pastas CaOH, + propilenoglicol; CaOH; + clorexidina; CaOH; + 6leo
de coco; CaOH; + monolaurina; CaOH, + monocaprina; CaOH; + terbinafina +
veiculo propilenoglicol; CaOH;, + fluconazol + veiculo propilenoglicol contra
células plancténicas de Candida albicans.

b) Avaliar a atividade antifingica in vitro pelo método do contato
direto das pastas CaOH, + propilenoglicol; CaOH, + clorexidina; CaOH, + 6leo
de coco; CaOH; + monolaurina; CaOH, + monocaprina; CaOH; + terbinafina +
veiculo propilenoglicol; CaOH; + fluconazol + veiculo propilenoglicol contra
células plancténicas de Candida albicans.

Mensurar o pH das pastas CaOH, + propilenoglicol; CaOH, +
clorexidina; CaOH, + o6leo de coco ; CaOH, + monolaurina; CaOH, +
monocaprina; CaOH, + terbinafina + veiculo propilenoglicol; CaOH, +

fluconazol + veiculo propilenoglicol.
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4 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa foi utilizado uma linhagem
padréo American Type Culture Collection (ATCC) 10231 de C. albicans.

4.1 ATIVACAO DAS LEVEDURAS ARMAZENADAS

A cepa ATCC 10231 foi ativada em placa de a4gar Sabouraud dextrose

(Merck®) incubada em estufa micolégica a 37°C por 24 a 48 horas.

4.2 PASTAS DE HIDROXIDO DE CALCIO TESTADAS

Para os testes de atividade antifingica, sete diferentes pastas de CaOH,
foram testadas, conforme segue: CaOH, + propilenoglicol; CaOH, +clorexidina;
CaOH; + 6leo de coco; CaOH, + monolaurina; CaOH, + monocaprina; CaOH, +
terbinafina + veiculo propilenoglicol; CaOH, + fluconazol + veiculo

propilenoglicol.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS PASTAS ASSOCIADAS
AOS VEICULOS PELO METODO DA DIFUSAO RADIAL

Para se avaliar a atividade antifingica das pastas de CaOH; estudadas,
foi utilizada a técnica de difusdo radial sobre a superficie da placa de agar
Sabouraud dextrose (Merck®), segundo Weckwerth et al., 2011.

A partir da placa de ativagao da levedura, 5 colbnias foram transferidas
para um tubo contendo 5 mL de caldo Sabouraud dextrose (Merck® que foi
incubado a 37°C “overnight”.

A partir do crescimento, foi preparado em salina estéril o ajuste para a
densidade dtica do padrdo de turbidez da escala 1,0 de McFarland (3 x 10®
Unidades Formadoras de Colénias mL™). Uma placa de Petri de 150 x 10 mm
previamente preparada com agar Sabouraud dextrose (Merck®) na espessura
de 6 mm foi escavada em 7 pogos com 4 mm de didmetro por 3 mm de
profundidade. A semeadura foi feita através de zaragatoa de algoddo estéril na
superficie da placa, tomando-se o cuidado de ndo semear o interior das

escavacoes.
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A placa foi colocada em estufa por 30 minutos para secagem da
superficie do meio de cultura antes da colocacdo das pastas. A pasta pura de
Ca(OH), foi manipulada a partir do p6 até se obter a consisténcia de creme
dental, utilizando-se como veiculo o propilenoglicol. As pastas associadas aos
bioprodutos e farmacos foram proporcionadas a 5% do peso total de hidroxido
de célcio, utilizando-se também o veiculo propilenoglicol. Apds a espatulagéo,
os pocos foram preenchidos com as pastas através de seringas e a placa foi
deixada 2 horas em temperatura ambiente para pré-incubacao.

Apo6s esse periodo, foi incubada em estufa 37°C, sob condigGes
atmosféricas adequadas por 24 horas. Os halos de inibicdo foram mensurados
com auxilio de um paquimetro digital sob luz refletida. O teste foi realizado em

triplicata (Figura 1).

Figura 1 — Teste da difusdo radial sobre a
superficie da placa de agar Sabouraud dextrose
(Merck®)
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS PASTAS ASSOCIADAS
AOS VEICULOS PELO METODO DO CONTATO DIRETO

Para se avaliar a atividade antifingica das pastas de CaOH, estudadas,
foi utilizada a técnica do contato direto das pastas com cones de papel
contaminados com a linhagem ATCC 10231 de C. albicans, segundo
Weckwerth et al., 2011.

A partir das placas de ativacdo das leveduras, cinco colonias foram
transferidas para um tubo contendo 5 mL de caldo Sabouraud dextrose
(Merck® que foi incubado a 37°C “overnight”. A partir do crescimento, foi
preparado em salina estéril o ajuste para a densidade o6tica do padrdao de
turbidez da escala 1,0 de McFarland (3 x 10® Unidades Formadoras de
Colénias mL™). Para cada linhagem testada, 24 cones de papel absorvente
estéreis (Tanari, Tanariman Industria Ltda., Manacaru, Brasil), foram imersos
por cinco minutos na suspensdo flngica para contaminacdo. Apds este
periodo, estes cones foram distribuidos em placas de Petri estéreis e foram
cobertas com as sete diferentes pastas de CaOH,. Um cone foi coberto com
salina estéril que serviu como controle. As placas foram mantidas em camara

Uumida em estufa. Nos intervalos de tempo de 4, 24 e 48 horas, 0s cones foram
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removidos do contato com as pastas e foram imersos em tubos contendo 5 mL
de caldo Letheen (Difco) estéreis, que foram incubados a 37°C por 48 horas e
avaliados quanto a turbidez macroscoépica. Subsequentemente, 100 pL do
caldo Letheen foi transferido para tubos contendo 5 mL de caldo Sabouraud
dextrose (Merck®) que foi incubado nas mesmas condicdes do caldo Letheen.
Apo6s 24 horas, de todos os tubos foram retiradas aliquotas de 100 pL que
foram semeadas na superficie do gar Sabouraud dextrose (Merck®), a fim de
se determinar a viabilidade fangica. Todos os procedimentos experimentais

foram realizados sob condi¢cbes assépticas e em triplicata.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Apos a tabulacdo dos dados, foi realizada a analise estatistica pelo teste
Kruskal Wallis para comparagao global, e teste de Tukey para comparagdes

individuais, com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 1 revela os resultados obtidos pelos testes de difuséo das pastas
sobre a superficie do dgar Sabouraud. A associa¢édo do hidréxido de célcio ao

fluconazol, potencializou a agéo da pasta, com diferenga significante (p<0,05).

Tabela 1. Resultados dos halos de inibicho em mm referentes ao teste de
difusdo das pastas sobre &gar Sabouraud frente & linhagem de Candida
albicans ATCC 10231

Pastas Halo de inibic&o
em mm

CaOH 20 20 20

CaOH + Monolaurina 20 20 20
CaOH + Monocaprina 20 20 20
CaOH + Fluconazol 28 28 28
CaOH + Terbinafina 20 20 20
CaOH + Oleo de Coco 0 0 0
CaOH + Clorexidina 20 20 20

CaOH - hidréxido de calcio

Fonte: Elaborado pela autora.

5.1 DA LINHAGEM DE CANDIDA ALBICANS UTILIZADA NO EXPERIMENTO

Foi utilizada para o experimento, uma estirpe padrdo de Candida
albicans ATCC 10231. A Candida albicans é a espécie mais frequentemente
isolada de amostras clinicas a partir de sitios anatbmicos como pele, unha,
vagina, mucosa ocular e mucosa oral. Estima-se que 46% dos individuos
saudaveis sejam portadores de C. albicans na microbiota bucal (Weckwerth et
al., 2012).

A Candida albicans consiste em uma levedura presente em casos de
infecgbes dos canais radiculares e caracteriza-se por ser capaz de sobreviver a
uma vasta variagdo de valores de pH (Baumgartner, 2000; Weckwerth et al.,
2012).
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Vérios estudos avaliaram in vitro a resisténcia dessa levedura ao efeito
antibacteriano do hidréxido de célcio (CaOH,) (Waltimo et al., 1999a; Ferguson
et al.,, 2002). Pelo fato da levedura sobreviver em ampla variacdo de pH, a
alcalinidade do CaOH, pode ndo apresentar efeito antimicrobiano esperado
(Holmes et al., 1991).

Estudos com a associagdo do hidroxido de célcio combinado com diferentes
farmacos e veiculos foram realizados para avaliar a atividade antifangica frente
a levedura Candida albicans (Delgado et al, 2013; Ercan et al, 2006; Vianna et
al, 2005; Turk et al, 2009). Vianna et al., 2005 realizaram uma avaliagdo in vitro
pelo teste de diluicdo em caldo, da atividade antimicrobiana do CaOH, em
associacdo com diferentes veiculos: agua destilada, glicerina, PMCC
(paramonoclorofenol canforado), PMCC + glicerina, e PMCC + polietilenoglicol.
A susceptibilidade microbiana em ordem crescente foi: Enterococcus faecalis,
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermedia. Assim, concluiu-se que
as pastas de hidroxido de calcio precisam de um tempo maior para a
eliminac&o de micro-organismos facultativos em relacdo aos anaerdbios, além
disso, afirmam que a atividade antimicrobiana esta relacionada com as

formulacdes das pastas e com as susceptibilidades microbianas.

5.2 DA METODOLOGIA DO TESTE DE DIFUSAO RADIAL UTILIZADA NA
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS PASTAS ASSOCIADAS AS
DROGAS

Um dos protocolos utilizados na metodologia do presente estudo foi o
relacionado com a técnica de difusédo radial sobre a superficie de placas de
agar Sabouraud dextrose (Merck®). Essa metodologia vem sendo amplamente
utilizada no estabelecimento do espectro antimicrobiano do hidréxido de célcio
(Estrela et al., 2001; Weckwerth et al, 2011; Miyagak et al., 2006).

No entanto Pumarola et al. (1992) descreveram algumas dificuldades e
limitagdes presentes no teste de difusdo como a padronizacdo da densidade do
in6bculo pela escala de Mc Farland, a escolha do meio de cultura ideal, as
condi¢des de estocagem das placas, tempo e temperatura de incubagéo. Além

disso, esse teste caracteriza-se como qualitativo, uma vez que revela apenas a
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susceptibilidade microbiana por meio da medida dos halos de inibigdo, n&o
distinguindo assim as propriedades bactericidas e bacteriostaticas dos
materiais testados, nem fornece quaisquer informagdes sobre a viabilidade do
micro-organismo testado (Tobias, 1988). Também, sendo o meio de cultura
uma substancia solida, pode existir dificuldade de difusdo dos ions hidroxila
para o &gar, tornando assim mais uma dificuldade de interpretacdo nesta

técnica.

5.3 DOS RESULTADOS OBTIDOS NA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS
PASTAS ASSOCIADAS AS DROGAS PELO TESTE DE DIFUSAO RADIAL

Por meio dos testes estatiticos observou-se diferenca entre os valores
medianos do grupo da pasta associada ao fluconazol com todas as outras
pastas. Diante disso, os resultados estatisticos nos permitem concluir que as
associacbes das pastas de hidréxido de célcio com o fluconazol revelou
atividade antifangica significativamente mais eficaz do que as comparadas com
as associacgdes das pastas com as outras drogas, corroborando os achados de
Weckwerth et al., 2015. A adicdo da monolaurina & pasta de hidroxido de calcio
ndo potencializou seu efeito, contrariando os achados de Seleem et al., 2016,
que revelou que esta substéncia tem atividade antifingica. Isto pode ter
ocorrido em virtude da ma difusdo da monolaurina no teste ou devido sua
inibicdo pelo hidroxido de calcio. Também, a monocaprina ndo potencializou o

efeito da pasta, contrariando os achados de Thorgeirsdottir et al., 2006.

5.4 DA METODOLOGIA DO TESTE PELO CONTATO DIRETO UTILIZADO NA
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS PASTAS ASSOCIADAS AS
DROGAS

Outro protocolo utilizado no presente estudo foi o teste do contato direto
das pastas com cones de papel contaminados com as linhagens de C.
albicans. Esse método qualitativo € utilizado em muitos estudos por estar
diretamente correlacionado com a eficacia das pastas, ser independente de
muitas variaveis como no método da difuséo e por ser de facil execugao pratica

(Estrela et al., 2001).

Weckwerth et al.,, 2012 avaliaram a susceptibilidade de cepas de

Candida albicans oral em diferentes niveis de pH e com solu¢cdo aquosa
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saturada de hidroxido de calcio. Apds 48 h de contato com a solucdo de
hidroxido de célcio as cepas de Candida albicans tornaram-se completamente
invidveis e, quando expostas ao caldo de cultura alcalina, apresentaram
viabilidade em pH de 9,5 a 10,5 por até 7 dias. Diante disso, a levedura so
pode ser completamente inibida ap6s 48 h de contato direto com uma solugéo

saturada aquosa de hidroxido de célcio.

5.5 DOS RESULTADOS OBTIDOS NA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS
PASTAS ASSOCIADAS AS DROGAS PELO METODO DO CONTATO
DIRETO

Na avaliacdo da atividade antifingica pela técnica do contato direto,
todas as pastas mostraram-se eficientes em inviabilizar as leveduras em todas
as variaveis de tempo. Estes dados obtidos em nosso estudo corroboram o0s
achados de Estrela et al.,, 2001. A hipotese para tal fato esta suportada na
provavel inativacdo enzimatica e nos danos realizados na membrana
citoplasmaética das leveduras pelo hidréxido de calcio, favorecendo a destruicéo
das mesmas, independentemente de sua associagdo com as drogas
estudadas. Isto se deve, provavelmente, as condi¢cbes extremas de pH (12,6)
obtidas no momento da espatulacdo das pastas e mantido por um longo
periodo, durante o qual existe uma total perda da atividade biol6gica das
leveduras (Estrela et al., 1998). Parece ldgico que a atividade antifingica
depende da liberagdo dos ions hidroxila pelas pastas (Estrela et al., 2001).
Resultado semelhante ao nosso estudo foi obtido por Estrela et al., 2001 onde,
pela mesma técnica de contato direto, a levedura C. albicans foi inibida apos

48h de contato, independente da associa¢cdo com a drogas utilizadas.
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6 CONCLUSAO

a) A associacdo do hidréxido de calcio ao fluconazol potencializou a agéo da
pasta, com diferencga significante (p<0,05).

b) As pastas de hidroxido de célcio associadas & monolaurina e monocaprina
revelaram mesma atividade antifingica em relacdo a pasta pura.

c) Pelo teste do contato direto, todas as pastas inibiram a atividade do fungo,

em todas as variaveis de tempo.
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