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Resumo

Introducao: A medicac¢do intracanal é fundamental para o tratamento de um dente avulsionado, sendo
a pasta de hidréxido de calcio comumente indicada. A acetazolamida é uma substancia inibidora da ani-
drase carbdnica e da reabsor¢ao ¢ssea, podendo ser sugerida como medica¢do intracanal em dentes avul-
sionados. Contudo, para que uma substancia seja sugerida, estudos devem comprovar sua eficacia tanto
in vitro como in vivo. Objetivo: Avaliar in vitro a agdo antimicrobiana da pasta de hidréxido de célcio e
da acetazolamida, associadas a diferentes veiculos, contra os micro-organismos Enterococcus faecalis e
Candida albicans. Materiais e métodos: As formulacdes selecionadas foram: acetazolamida (p6) com
soro fisioldgico; acetazolamida (p6) com glicerina; acetazolamida e hidréxido de célcio (p6) em porgdes
iguais com soro fisioldgico; acetazolamida e hidréxido de calcio (pd) em porgdes iguais adicionando-se
glicerina; acetazolamida (liquido) e hidréxido de calcio (pd) com soro fisiolégico. Como controle positivo
foram utilizadas concentra¢des de clorexidina de 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,65% e como controle
negativo a glicerina. O experimento foi realizado por teste de difusdo em agar. Resultados: Nao houve
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Abstract

inibicdo do crescimento das bactérias com os medicamentos utilizados, apenas com o controle positivo.
Conclusao: As formulagdes de hidréxido de calcio e acetazolamida ndo apresentaram atividade inibitéria
contra o E. faecalis e C. albicans.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Hidréxido de calcio. Acetazolamida. Candida albicans.
Enterococus faecalis.

Introduction: The intracanal medication is essential for the treatment of avulsed tooth, being the calcium
hydroxide paste usually indicated. The acetazolamide is an inhibiting substance of carbonic anhydrase and the
bone resorption, being suggested as intracanal medication in avulsed teeth. However, for this substance be-
came an alternative as intracanal therapeutic agent, it must be tested in vitro and in vivo. Objective: To evalu-
ate, in vitro, the antimicrobial action of calcium hydroxide paste and acetazolamide associated with different
vehicles, against the Enterococcus faecalis and Candida albicans. Materials and methods: The experimental
groups were: acetazolamide (powder) with physiological serum; acetazolamide (powder) with glycerin; acet-
azolamide and calcium hydroxide (powder) in equal portions with physiological serum; acetazolamide and cal-
cium hydroxide (powder) in equal portions added with glycerin; acetazolamide (liquid) and calcium hydroxide
(powder) with physiological serum. Clorexidine was used for positive control in concentrations of 20%, 10%,
5%, 2.5%, 1.25% and 0.65% and glycerin was used as negative control. The study was carried through by test
of diffusion in agar. Results: No experimental groups showed inhibition of the bacterial growth, only inhibited
by the positive control. Conclusion: The groups with calcium hydroxide and acetazolamide did not show anti-
microbial activity against the E. faecalis and C. albicans.

Keywords: Antimicrobial activity. Calcium hydroxide. Acetazolamide. Candida albicans. Enterococcus faecalis.

Introducao

A avulsdo dentaria significa o completo desloca-
mento do dente de seu alvéolo, acarretando danos
as estruturas periodontais circunjacentes. Quando
ocorre uma avulsdo, a conduta mais indicada é o
reimplante dentario, procedimento que visa a reco-
locar o dente no alvéolo (1).

Nos reimplantes realizados nos primeiros 30
minutos apds a avulsdo, o percentual de sucesso é
elevado, enquanto apds esse periodo as reabsor-
¢oOes radiculares sdo mais frequentes, dificultando o
prognostico (1-4).

A reabsor¢ao radicular é resultado da injdria ou
irritacdo do ligamento periodontal e/ou da polpa
dentaria. Desse modo, a terapia endodontica é de
fundamental importancia nos casos de reimplante,
pois a necrose pulpar é inevitavel.

O curativo intracanal faz parte do tratamento
endoddntico, sendo a pasta de hidréxido de célcio
a medicacdo comumente indicada, por suas carac-
teristicas de alcalinidade, bactericidas, tentando,
assim, limitar ou impedir a reabsor¢do dentdria (5).

Mesmo com esses tratamentos, os casos de insu-
cessos sdo grandes. Desse modo, a pesquisa de no-
vas substdncias que possam retardar ou impedir a
reabsor¢do radicular é de fundamental importancia.

Como a reabsor¢ao 6ssea é semelhante a denta-
ria, substancias utilizadas na terapia éssea podem
ser eficientes no tratamento da reabsor¢do dos den-
tes. A acetazolamida é uma substancia inibidora da
anidrase carbdnica e, consequentemente, da reab-
sorcdo 6ssea, podendo ser sugerida como medica-
¢do intracanal em dentes avulsionados. Contudo,
para que uma substancia medicamentosa seja suge-
rida na terapia endoddntica, muitos estudos devem
comprovar sua eficacia tanto in vitro como in vivo
(6). Além do efeito terapéutico central, um farmaco
candidato que apresente propriedades colaterais
benéficas (atividade antimicrobiana, anti-inflama-
toria, analgésica, etc.) passa a ser altamente interes-
sante e merecedor de atencao.

0 objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a agao
antimicrobiana da pasta de hidréxido de calcio e
da acetazolamida associadas a diferentes veiculos,
contra Enterococcus faecalis e Candida albicans.

Arch Oral Res. 2011 Jan./Apr.;7(1):43-9



Prospeccéao de atividade inibitoria da pasta de hidréxido de calcio e
acetazolamida sobre Enterococcus faecalis e Candida albicans

Materiais e métodos
Cultura dos micro-organismos

Neste estudo foram empregadas as cepas
Enterococcus faecalis ATCC®29212® e Candida albi-
cans SC5314. A bactéria foi crescida em Infuso de
Cérebro e Coracao (Difco Laboratories Inc., EUA)
sob condig¢des de tensdo parcial de CO, 10%, 37 °C
e 18 h. A levedura foi crescida em Caldo Sabouraud
Dextrose (Biobras Diagnosticos Co, Brasil) em 37 °C
por 18 h. Decorridos os tempos de incubacdo, as cé-
lulas foram separadas por centrifugacdo (10.000 g, 5
min) e lavadas duas vezes com agua destilada estéril.

Grupos experimentais

- G#1: acetazolamida (Dermo Ervas Ltda,
Brasil; lote 20060610) - p6 0,02 g, em soro
fisioldgico;

- G#2: acetazolamida - p6 0,02 g, em glicerina;

- G#3: acetazolamida 0,02 g e hidréxido de cal-
cio (Dermo Ervas Ltda, Brasil; lote 29430) -
po6 em porg¢des iguais, em soro fisiolégico;

- G#4: acetazolamida 0,02 g e hidroxido de cal-
cio - p6, em porg¢des iguais, em glicerina;

- G#5: acetazolamida 0,02 g, nipagin 0,1% e
benzoato de s6dio 0,4% - liquida;

- G#6: acetazolamida 0,02 g e benzoato de s6-
dio 0,4% - liquida;

- G#7: hidroéxido de célcio, em soro fisiolégico;

- G#8: hidroxido de calcio, em glicerina;

- G#9: clorexidina (Dermo Ervas Ltda, Brasil;
lote 1IF070506#3) 20%, 10%, 5%, 2,5%,
1,25% e 0,65%, em soro fisioldgico (contro-
les positivos);

- G#10: glicerina 100% (controle negativo).

Determinacao da capacidade inibitéria

Placas de Petri de 15 cm @ receberam 90 mL de
Agar Mueller-Hinton (Merck Co., Alemanha). Apés
resfriamento, foram feitos 10 orificios de 8 mm, por
placa, com punch, mantendo equidistancia entre
eles e a borda da placa. Esses orificios, denomina-
dos pogos, receberam 50 pL de dgar-agar 2% para
selagem de fundo.

Nos pogos, foram dispensadas aliquotas de 150
uL dos preparados experimentais e dos controles.
As placas foram mantidas em 5 °C * 2 °C, por 12 h,
para que as preparacdes pudessem difundir pela
matriz dos géis de meio de cultura. As placas foram,
entdo, mantidas a 37 °C, por 2 h, para adequacdo de
temperatura e evaporacdo de umidade condensada
sobre o meio de cultura.

As células microbianas foram ressuspendidas em
agua estéril até turbidez similar a do tubo #1 da escala
turbidimétrica de McFarland. Dessa forma, se obtém
ca 3x108 UFC, e/ ML € ca 1x10” UFC, .. /mL. As
suspensoes microbianas foram absorvidas por swabs
estéreis padronizados (Newprov Ltda, Brasil), que fo-
ram usados para semeadura nas superficies dos meios
de cultura, de forma a se obter confluéncia de cres-
cimento. As placas foram mantidas a 37 °C, em nor-
moxia, por 24 h. Os diametros dos halos de inibigdo
de crescimento formados ao redor dos pogos foram
medidos com paquimetro digital UPM-100 (United
Precision Machine Co., China), tomando as medidas
realizadas nos sentidos N-S, E-O, NE-SW e NW-SE.

Os experimentos foram conduzidos em triplica-
ta, em trés momentos distintos, de forma a se obter
nove repeticoes. Os resultados obtidos foram plota-
dos em planilha eletronica MSExcel (Microsoft Co.,
EUA) para fins estatisticos.

Resultados

As formulagbes de acetazolamida e de hidroéxi-
do de calcio ndo apresentaram qualquer atividade
inibitéria intrinsica contra E. faecalis ATCC®29212°®
ou C. albicans SC5314 (Tabela 1), assim como os ve-
fculos utilizados.

As solucoes de clorexidina apresentaram ativi-
dade microbicida concentragdo dependente direta,
o que confirma que a susceptibilidade nominal dos
micro-organismos nao foi alterada em virtude de
problemas técnicos.

Discussao

A medicacao intracanal deve ser efetiva contra
bactérias que sobrevivem ao preparo do canal ra-
dicular e controlar o exsudato persistente e a agdo
destrutiva dos osteoclastos na ocorréncia da reab-
sor¢ao radicular (7).
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Tabela 1 - Médias dos didmetros dos halos de inibicdo formados ao redor dos tratamentos
experimentais contra E. faecalis ATCC®29212® e C. albicans SC5314 por difusdo radial

Medida de halo (média + desv pad)*

Tratamentos

E. faecalis ATCC®29212° C. albicans SC5314

G#1 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
G#2 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm

G#3 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
G#4 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
G#5 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
G#6 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
G#7 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
G#8 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm
chix 20% 32,80 = 2,10 mm 41,49 = 0,17 mm
chix 10% 30,44 = 0,51 mm 37,11 £ 0,51 mm
640 chix 5% 29,86 = 0,95 mm 33,97 = 1,35 mm
chix 2,5% 29,14 + 0,54 mm 31,12 = 1,48 mm
chix 1,25% 27,79 = 0,54 mm 28,30 = 1,23 mm
chix 0,65% 26,27 = 0,22 mm 25,83 = 1,59 mm

G#10 0,00 = 0,00 mm 0,00 = 0,00 mm

Legenda: * = média e desvio-padréo de nove medigoes independentes; chix = digluconato de clorexidina.

Fonte: Dados da pesquisa.

O E. faecalis é uma bactéria anaerobia fa-
cultativa gram-positiva. As infec¢des endoddnticas
com E. faecalis representam um problema para o
tratamento em virtude da dificuldade em elimina-
lo do sistema de canais radiculares (8). Isso ocor-
re por esse micro-organismo poder existir como
cultura pura, sem o suporte de outra bactéria (9).
Além disso, ele apresenta a capacidade de ocupar
nichos ecoldgicos criados pela remocao de outros
micro-organismos e a capacidade de crescer em
um ambiente pobre em nutrientes (10). Esse micro-
organismo possui a capacidade de sobreviver a um
pH de 11,5, fato que, segundo Han, Park e Yoon (11),
pode contribuir para a ocorréncia de reinfeccdo e
reabsor¢ao radicular inflamatoria.

A C. albicans pode ser considerada uma micro-
biota normal da cavidade bucal, passando a causar
doenca quando ha desequilibrio no organismo do
hospedeiro (12, 13). O fungo presente na saliva do
paciente pode ser carreado para o interior do canal

radicular em dentes com carie profunda, exposicdo
da polpa, por traumatismos ou em caso de isola-
mento absoluto mal realizado (14-16).

A maioria das infeccdes endodonticas é mista
e polimicrobiana, com predominio de anaerdbios
estritos. Todavia, tem-se verificado a presenca do
E. faecalis com certa frequéncia em canais infecta-
dos, causando infecg¢des de dificil tratamento (17).
A C. albicans é um fungo comumente presente nes-
sas infeccdes, principalmente onde o canal radicu-
lar foi exposto ao meio bucal (18).

Desse modo, foi realizado o experimento para
verificar a capacidade inibitéria da pasta de hidré-
xido de célcio e da acetazolamida associadas a di-
ferentes veiculos, como soro fisiolégico e glicerina,
contra E. faecalis e C. albicans.

O hidréxido de calcio, atualmente, é a medica-
¢do mais utilizada durante o tratamento endodén-
tico, principalmente nos casos de traumatismos
dentarios para prevenir e/ou impedir a reabsor¢do
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radicular. Trata-se de uma base forte, com pH de
aproximadamente 12.5, que possui baixa solubili-
dade em agua, sendo normalmente misturado a um
veiculo, formando uma pasta (19).

0 efeito do hidréxido de célcio sobre os tecidos
e as bactérias esta diretamente relacionado a disso-
ciacdo i6nica do hidréxido de calcio em {ons calcio
e hidroxila. A dissociacdo i6nica da pasta apresenta
duas propriedades enzimaticas fundamentais: a ini-
bicdo das enzimas bacterianas, que levam ao efeito
antibacteriano, e a ativagdo das enzimas teciduais,
como a fosfatase alcalina, responsavel pela mine-
ralizacdo dos tecidos (20). Os {ons hidroxila difun-
dem-se pela dentina, elevando o pH do meio até va-
lores que chegam a 12,6, produzindo um ambiente
extremamente alcalino e proporcionando, assim, a
atividade antimicrobiana caracteristica do hidroxi-
do de célcio (7).

Segundo Consolaro (21), o efeito antibacteriano
e alcalinizante da pasta de hidréxido de célcio, além
das ag¢bes que favorecem o processo de reparo, con-
tribui para a reversdo da reabsor¢ao, com neofor-
macao e deposicao de tecido mineralizado nas areas
reabsortivas.

A necrose pulpar e a reabsorcdo radicular, que
ocorrem frequentemente apds o reimplante de den-
tes permanentes traumatizados, estdo diretamente
relacionadas. Estudos prévios mostraram que as
reabsor¢des radiculares podem ser paralisadas com
a remocao do tecido pulpar necroético e o preenchi-
mento do canal radicular com a pasta de hidréxido
de calcio (22). Contudo, a terapéutica envolvendo o
uso de hidréxido de calcio, independente do veicu-
lo utilizado, tem apenas a finalidade de retardar ou,
quando muito, paralisar o processo (21).

Dessa maneira, o hidréxido de calcio no momen-
to representa a melhor alternativa de tratamento de
reabsorcdo dentaria associada a necrose pulpar. Sua
alcalinidade se associa ao poder antimicrobiano e,
dessa forma, reduz o processo inflamatério associa-
do a reabsorgao radicular. Sua principal fun¢ao im-
plica eliminar a causa indutora da inflamacdo e nao
interferir diretamente no processo reabsortivo (21).

A acetazolamida é conhecida pela sua potente
acdo inibidora da anidrase carbdnica (23, 24), uma
enzima presente nos clastos. Essa reacdo catalitica
enzimatica entre o acido carbdnico e a dgua resul-
ta na formacao de ifons hidrogénio (25), os quais
sdo responsaveis pelo decréscimo do pH na lacuna
de Howship. O pH acidico permite a liberacdo e a

ativacdo de outras enzimas, que podem participar
do processo de reabsor¢do (25). Com a inibicdo da
anidrase carb6nica, ndo havera queda do pH e o pro-
cesso de reabsor¢do ndo se desencadeara. Muitos
estudos confirmam a eficiéncia da acetazolamida
na inibicdo da reabsorg¢io 6ssea (23-26).

A sugestao do uso da acetazolamida como subs-
tancia de inibicdo da reabsorcdo dentaria surgiu em
2002 (27), essa solucdo foi utilizada no tratamento de
superficie radicular de dentes avulsionados e reim-
plantados tardiamente. Os resultados demonstraram
a ocorréncia de reabsorgdo radicular, provavelmente
tendo acontecido pelo tempo de contato da acetazola-
mida com a superficie, que foi de 20 minutos somente.
Em 2005, Mori, Garcia e Moraes (28) avaliaram o uso
da acetazolamida como curativo intracanal, utilizando
essa solucdo em dentes avulsionados de ratos e reim-
plantados tardiamente, baseados na hipétese de que a
acetazolamida deveria permanecer por periodos mais
prolongados para exercer sua acdo efetiva. Os resulta-
dos mostraram auséncia de reabsorc¢io radicular nos
periodos experimentais de 15, 30 e 60 dias quando
comparados ao grupo que teve os canais preenchidos
com pasta de hidréxido de calcio, onde a reabsorcdo
inflamatdria foi observada (6, 28).

Gracgas a esses resultados promissores, o uso da
acetazolamida como medicacdo intracanal em den-
tes avulsionados e reimplantados podera superar o
hidréxido de calcio. Contudo, essa substancia neces-
sita de muitas investigacdes.

A acetazolamida inicialmente apresentava-se so-
mente na forma liquida. Hoje ela é disponibilizada
na forma de pé e liquido e, por esse motivo, as duas
formas foram investigadas quanto ao poder anti-
microbiano contra o E. faecalis e a C. albicans, em
tantas variaveis, inclusive associada ao hidréxido de
calcio. O controle positivo do experimento foi a clo-
rexidina em diferentes concentragdes (0,65 a 20%),
sendo a Unica medica¢do capaz de inibir o cresci-
mento do micro-organismo.

Os resultados deste estudo mostraram que o
hidréxido de célcio e a acetazolamida associados
a diferentes veiculos ndo apresentaram agao anti-
microbiana contra os micro-organismos E. faecalis
e C. albicans em um periodo de 24 horas.

Alguns estudos questionam a acdo antimicrobia-
na do hidréxido de célcio sobre o E. faecalis e suge-
rem o acréscimo de paramonoclorofenol canforado
com o intuito de melhorar sua acao sobre essa bac-
téria. No entanto, Estrela et al. (29) afirmaram que as
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pastas de hidréxido de célcio, cujos veiculos foram o
soro fisiolégico e o paramonoclorofenol canforado,
mostraram-se efetivas em 24 e 48 horas sobre o
E. faecalis. O halo de inibicdo da pasta de hidréxido
de célcio com soro fisioldgico foi de 7,1 mm em am-
bos os tempos, o que representa um halo de inibigao
muito pequeno. Dotto et al. (17) avaliaram o efeito
antimicrobiano sobre o E. faecalis de pastas de hidro-
xido de calcio associadas a diferentes veiculos e os
resultados foram semelhantes a este estudo, ou seja,
o hidroéxido de célcio associado a outros veiculos foi
ineficaz em formar halo de inibicdo microbiana.

Waltimo et al. (15) avaliaram o efeito antimicro-
biano sobre a C. albicans de pastas de hidréxido de
calcio associadas a diferentes veiculos e os resulta-
dos também foram semelhantes a este estudo, ou
seja, a C. albicans foi resistente as pastas de hidroxi-
do de célcio in vitro.

Figueiredo (30) avaliou o potencial de virulén-
cia da C. albicans exposta a diferentes dilui¢cdes de
hidréxido de calcio. Os resultados do estudo in vi-
tro mostraram que as diferentes concentracdes de
hidroxido de célcio ndo reduziram a atividade enzi-
matica da levedura.

Apesar de esses medicamentos nao terem apre-
sentado atividade inibitdria para E. faecalis e C. al-
bicans, isso ndo significa que nao apresentam efei-
tos sobre a viruléncia desse micro-organismo e do
fungo. Dessa maneira, outras investigacdes sdo ne-
cessdrias para avaliar se os medicamentos testados
interferem ou ndo na viruléncia dos micro-organis-
mos aqui testados.
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