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Atividade antifingica de cimentos de lonémero de vidro puros e associados a
cinnamomum zeylanicum

Antifungal activity of glass ionomer coments puré and associeted with cinnamomum
zeylanicum

Gabriela Lacet Silva Ferreira, Irlan de Almeida Freires, Vanessa de Carvalho Jovito e Ricardo Dias de Castro

RESUMO - Considerando a importancia da atividade antimicrobiana dos materiais restauradores odontoldgicos,
objetivou-se verificar a atividade antiflngica in vitro de Cimentos de londmero de Vidro (CIV) puros, associados a
nistatina e ao 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum (canela) sobre Candida albicans (ATCC 289065). Foram
avaliados Vitro Fil®, Maxxion R® e Vitro Cem®. A inibi¢do do crescimento fangico foi dada pela medi¢do do
didmetro dos halos de inibicdo nos testes de difusdo em meio de cultura sélido. Os CIV foram manipulados de acordo
com as orientagdes dos fabricantes e inseridos em pocos, confeccionados no meio de cultura, com 6 mm de didmetro
com o auxilio do sistema Centrix (DFL®). Quando preparadas as associagdes, as substancias sintética e natural foram
adicionadas ao Cimento de londmero de Vidro no momento da manipulagdo. As placas de Petri foram armazenadas em
estufa a 37°C, sob condices ideais de CO,, durante 48h e posteriormente foi feita a leitura dos resultados com auxilio
de um paquimetro. O estudo foi realizado em triplicata e os dados foram analisados a partir do teste de Friedman,
seguido de pos-teste de Dunns. Frente a cepa de Candida albicans, houve inibi¢do do crescimento fingico na maioria
das associagOes, exceto quando o Vitro Fil® foi associado a emulsdo do 6leo essencial da canela (Cinnamomum
zeylanicum).

Palavras-chave: odontologia preventiva, materiais dentérios, produtos com acéo antimicrobiana.

Abstract — Considering the importance of the antimicrobial activity of restorative materials, this study aimed to
evaluate the in vitro antifungal activity of Glass lonomer Cement (GIC) pure, associated with nystatin and essential oil
of Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) against Candida albicans (ATCC 289065). We evaluated Vitro Fil®, Maxxion
R® and Vitro Cem®. Inhibition of fungal growth was given by measuring the diameter of the inhibition zones on
diffusion tests solid medium. The GIC were manipulated according to the guidelines of the producers and inserted into
wells with 6 mm in diameter aided by the Centrix system (DFL ®). When prepared the associations, synthetic and
natural substances have been added to Glass lonomer Cement during the manipulation. The plates were stored at 37°C
and ideal conditions of CO, during 48h and, subsequently, reading of the results was done with a paquimeter. The study
was conducted in triplicate and data were analyzed using the Friedman test, followed by Dunns post-test. Against
Candida albicans, there was inhibition of fungal growth in most associations except when Vitro Fil® emulsion was
associated with essential oil of cinnamon (Cinnamomum zeylanicum).
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INTRODUCAO

A cérie dentaria tem sido tradicionalmente descrita
como uma doenga multifatorial, onde se verifica a
interacdo de quatro fatores principais: hospedeiro, dieta ou
substrato, tempo e a microbiota, no entanto é necessario
que haja condic¢des favoraveis para cada um desses fatores
(CHAVES e VIEIRA-DA-SILVA, 2002; DRUMOND et
al., 2004; BARBIERI et al., 2007). A colonizagdo da
superficie de materiais restauradores e das margens das
restauragdes por bactérias cariogénicas e fungos, que
formam o biofilme dental, favorece a criacdo de condi¢des
ambientais adequadas para o desenvolvimento da doenga e
de danos futuros ao prdprio complexo dentino-pulpar
(PEDRINI et al., 2001).

Dentre os fungos que contribuem para o
desenvolvimento da cérie dentaria, destacam-se as
espécies de Candida. Estes microrganismos tém sido
associados as infeccBes micoticas  superficiais e
sistémicas, podendo ser isoladas em até 60% de cavidade
bucal, estando a Candida albicans e C. tropicalis entre as
mais prevalentes (MARSH, 2004). Eles apresentam
fatores de viruléncia envolvidos com a formagdo de
biofilmes, sendo os fatores ambientais (saliva, fluido
gengival, pH e nutrientes) favordveis aos processos de co-
agregacdo e co-adesdo entre Candida e outros
microrganismos, incluindo as bactérias envolvidas com as
principais patologias da cavidade bucal, carie dentaria e
doencas periodontais (THEIN et al., 2006). Ressalta-se
que essa habilidade para formagdo de biofilme estd
intimamente associada a capacidade de causar infecgdes,
representando um aumento na resisténcia as drogas
antifingicas e as defesas imunolégicas do hospedeiro
(HENRIQUES et al., 2004; RAMAGE et al., 2005) .

No processo terapéutico da carie dentaria alguns
materiais sdo utilizados com a finalidade de restabelecer a
funco e estética, além de reparar danos celulares
ocasionados pela presenca dos microrganismos. Dentre
estes materiais, destacam-se o0s cimentos de iondmero de
vidro, que tem sido indicados para restauragdo dentaria e
cimentacdo de outros materiais. Sua capacidade de aderir
a estrutura dental pode minimizar a formacdo da fenda
marginal. Além disso, € um material que contém e libera
fldor lentamente durante um longo periodo de tempo e,
portanto, tem provocado muito interesse quanto a inibicao
da cérie secundéria (ARAUJO et al., 2006).

Sabe-se que a interface dente/material restaurador é
favoravel a colonizagdo microbiana, especialmente por
espécies capazes de formar biofilmes, com C. albicans.
Por isso, é relevante o desenvolvimento de materiais
capazes de inibir essa colonizagdo, minimizando a
ocorréncia de infecgBes secundarias, responsaveis pelo
insucesso do tratamento.

Para tratamento da candidose bucal, a nistatina
representa a op¢do terapéutica de escolha, ja que apresenta
propriedades farmacocinéticas compativeis com o
tratamento das infeccfes superficiais. Porém, seu uso tem
apresentado  algumas limitagdes, representadas,
principalmente, pelo aumento da resisténcia microbiana,
devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, e as
reacOes indesejadas apresentadas pelos usuarios. Diante
disso, produtos de origem natural tem sido propostos,
considerando que os mesmos se diferenciam dos sintéticos
por apresentarem uma diversidade molecular muito
superior (NISBET e MOORE, 1997), o que pode
representar novas possibilidades de investigagdo e
descoberta de atividades bioldgicas favoraveis ao
tratamento e prevencdo de doencgas.

Nesse sentido, surge a perspectiva de investigacio da
atividade antiflngica do Cinnamomum zeylanicum Blume,
popularmente conhecida como canela, ja que a literatura
tem apresentado evidéncias de suas atividades bioldgicas
(MEADES et al., 2010), sendo destacadas as propriedades
antimicrobianas do 6leo essencial obtido de suas folhas e
casca (LIMA et al, 1993; BELEM et al., 2002;
MOREIRA et al., 2007; KAHN et al., 2009; CASTRO,
2010).

O desenvolvimento de investigacfes com a finalidade
de verificar atividade antifungica de produtos naturais
sobre espécies orais de Candida (FREIRES et al., 2011,
CASTRO e LIMA, 2011) reflete a importancia deste
microrganismo para manutencdo e recuperagdo da saude
bucal, seja na perspectiva de prevencdo da doenca por
remocdo quimica do biofilme dental ou tratamento das
doencas ja instaladas.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade antifungica de Cimentos de londmero de Vidro
puros e associados ao Oleo essencial de Cinnamomum
zeylanicum frente a Candida albicans.

METODOLOGIA
Local de realizacao da pesquisa

Os ensaios microbiologicos foram realizados no
Laboratdrio de Microbiologia Oral do Nucleo de Medicina
Tropical (NUMETROP) pertencente ao Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Paraiba.

Cepas utilizadas

A cepa de Candida albicans (ATCC 289065) estudada
foi disponibilizada pela Fundacdo Oswaldo Cruz — Rio de
Janeiro e ativada em meio Agar Sabouraud dextrose,
sendo semeadas e incubadas por 24h a 37 °C. O indculo,
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conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), foi preparado em solugdo
salina, comparando-se a turbidez com a escala
nefelométrica de Mc Farland (0,5), equivalente a uma
absorbancia de 0,08 a 0,10 a 625 nm e a 5 x 10° UFC/mL
(NCCLS, 2003)

Produtos testados

Foi avaliada a atividade antiflngica do dleo essencial
extraido da folha da canela (Cinnamomum zeylanicum), o
qual foi obtido na Ferquima Ind. e Com. Ltda (Vargem
Grande Paulista, S8o Paulo, Brasil), sendo seus
parametros fisico-quimicos descritos pelo fornecedor, que
produz e comercializa 6leos essenciais em escala
industrial. Considerando que a densidade do oOleo
essencial, segundo o fabricante, ¢ de 1,04 g/mL, foi

preparada uma emulsdo de 10.000ug/ml, a partir da
utilizacéo de &gua destilada estéril e Tween 80, utilizado
como agente emulsificante, que foram homogeneizados
em aparelho Vortex (Biomixer®).

A nistatina foi utilizada como controle positivo e
obtida em farmécia de manipulacdo (Antese Manipulacdo
& Cosméticos). O pd da nistatina foi diluido em agua
destilada estéril até obter-se uma solug¢do de 1000pg/mL,
que foi posteriormente agitada em aparelho Vortex
(Biomixer®).

Cimentos de lonémero de Vidro

O quadro 1 apresenta as marcas comerciais e
informacdes adicionais sobre os CIV avaliados.

Quadro 1: Nome comercial, indicacdo, fabricante, lote e composi¢do dos Cimentos de lonémero de Vidro

utilizados no estudo

Nome comercial Indicacao, Composicao
Fabricante e Lote
Restauracao P4: Silicato de Estréncio e Aluminio, Acido
Vitro Fil® DFL Poliacrilico Desidratado e Oxido de Ferro.
Lote (P6): Liquido: Acido Poliacrilico, Glicerina, Aerosil
09121362 200, Azul de Metileno CI 52015 e Agua
Lote (Liquido): Deionizada
09111258
Restauracao Apbs a mistura das fases: Vidro de
Maxxion R® FGM Aluminofluorsilicato, Acido Policarboxilico,
Lote (P6 e Acido Tartarico, Fluoreto de Célcio e Agua.
Liquido): 101109
Cimentacéo P4: Silicato de Estréncio e Aluminio, Acido
Vitro Cem® DFL Poliacrilico Desidratado e Oxido de Ferro.
Lote (P6): Liquido: Acido Poliacrilico, Acido Tartarico e
09111243 Agua Destilada
Lote (Liquido):
09111246

Avaliacdo da atividade antiflingica

Placas de Petri contendo 20 mL de Agar Sabouraud
dextrose (Himedia®) foram semeadas pela técnica da
inundagdo com 5 mL do in6culo previamente preparado.
Em seguida, foram confeccionados 3 pocos de 6mm de
didmetro em cada placa com auxilio de ponteiras
descartaveis estéreis. Os Cimentos de lonémero de Vidro
(CIV) foram manipulados em placa de vidro estéril de
acordo com as recomendacdes dos fabricantes e inseridos
em cada pogo até o seu preenchimento total, com auxilio

do sistema Centrix® (fabricante DFL). O estudo foi
realizado em triplicata.

As placas foram incubadas a uma temperatura de 37°C
em estufa bacteriolégica por um periodo de 48h e,
posteriormente, foi realizada a leitura dos resultados. O
diametro dos halos de inibi¢do do crescimento fungico foi
medido, em milimetros, com um paquimetro manual por
um Gnico pesquisador. Os resultados foram obtidos pela
média aritmética das triplicatas de cada CIV.

Quando preparadas as associages, a solucdo de
nistatina e emulsdo do 0Oleo essencial da canela foram
adicionadas aos Cimentos de londémero de Vidro no
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momento da manipulacdo em quantidade correspondente a
30 pL para cada porcéo do material.
Analise estatistica dos resultados:

Os dados foram analisados por meio de estatistica
inferencial a partir do teste de Friedman e pos-teste de

Tabela 1: Diametro, em milimetros, dos halos de
associacoes.

Dunns de comparacdo multipla, através do programa
GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados estdo expressos na Tabela 1. Houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Vitro Fil®

e Maxxion® + nistatina, assim como entre 0s grupos Vitro
Fil® + canela e Maxxion® + nistatina.

inibicdo do crescimento flingico das substancias puras e

Produtos Puros Associagao Associagao
(canela) (Nistatina)
Vitro Fil® 8° 0° 12
Maxxion® 8,3 16°
Vitro Cem® 7,3 12
Canela (emulséo) 12 - -
Nistatina (solugéo) 9,4 - -

* Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes ao nivel de 5% pelo teste Friedman e pos-

teste de Dunns.

Uma vez que Candida spp. compartilham o
ambiente bucal com muitas espécies de bactérias, surge a
questdo se interagdes bactérias-fungos podem afetar a
formacdo de biofilme, morfologia e viruléncia de
Candida. Este é realmente o caso. C. albicans pode ligar-
se a microrganismos orais como Streptococcus gordonii,
Streptococcus oralis e Streptococcus sanguinis, resultando
em co-agregacdo (CATE et al., 2009). Esta interacdo é
mediada por polissacarideos da parede celular dos
estreptococos, proteinas da superficie celular e por
adesinas e é promovida por proteinas salivares especificas.
(HOLMES et al, 1995; HOLMES et al., 1996;
O'SULLIVAN et al., 2000).

N&o soO interacdes fisicas diretas célula-célula
podem afetar a formacdo de biofilme e viruléncia, mas
também interacdes indiretas mediadas por subprodutos
metabdlicos secretados e por moléculas sinalizadoras
extracelulares (WARGO & HOGAN, 2006). Estas
informagdes reforcam a importdncia e justifica a
realizacdo dessa pesquisa, que considera a adesdo de
Candida as superficies bucais, incluindo aos materiais
odontolégicos, uma problematica que pode ser
responsavel pelo insucesso de tratamentos restauradores.
Em todas as associa¢6es dos CIV com a nistatina e o dleo
essencial de Cinnamomum zeylanicum (canela), houve
alteracdo do didmetro dos halos de inibicdo do
crescimento fingico, comparado as variaveis puras, para

mais ou para menos. O Maxxion R® foi o Gnico CIV que
apresentou halo de inibicdo em todos os testes.
Né&o foram encontrados na literatura estudos que avaliem a
atividade antifingica de Cimentos de londmero de Vidro
associados a C. zeylanicum. No entanto, quando
comparados os resultados a estudos que avaliaram esta
associacdo frente a bactérias cariogénicas, este ultimo
resultado corrobora os achados de Ferreira et al. (2011),
que verificaram que Maxxion R® apresentou atividade
antibacteriana superior quando comparado a Vitro Fil® e
Vitro Cem® testados frente a S. mutans, S. oralis, S.
salivarius e L. casei.

Vitro Cem®, na forma pura, ndo apresentou halo
de inibicdo do crescimento fingico. Lima et al. (2009)
encontraram resultados semelhantes quando avaliaram
atividade antibacteriana dos CIV Vitro Fil®, Vidrion R® e
Magic Glass® frente a S. oralis, S. salivarius e L. casei,
onde Vitro Fil® e Vidrion R® ndo apresentaram halos de
inibicio do crescimento para o0s dois primeiros
microrganismos citados e Magic Glass® ndo formou halo
quando testado frente a L. casei. Em contrapartida,
Ferreira et al. (2011), avaliaram a atividade antibacteriana
do Vitro Cem®, entre outros CIV, frente a S. mutans, S.
oralis, S. salivarius e Streptococcus sp., 0 qual apresentou
halos de inibicdo frente a todos 0s microrganismos
testados.
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Ambas as substancias testadas, emulsdo do dleo essencial
de C. zeylanicum e a solucdo de nistatina, apresentaram
halos de inibicdo maiores em sua forma pura. Este era um
resultado esperado, ja que o CIV, por ser solido, ndo
permite que toda a substancia incorporada seja difundida
para 0 meio.
Ainda que ndo tenham sido encontrados estudos similares
para fins de comparacdo com este estudo, consideramos a
participacdo dos fungos no biofilme dental um fator
importante, j4 que 0 mesmo aumenta a resisténcia
microbiana aos agentes terapéuticos (CATE et al., 2009).
Embora seja escasso 0 nimero de estudos que avaliam a
atividade antimicrobiana da associacdo de materiais
odontoldgicos e agentes quimicos, especialmente de
origem natural, algumas pesquisas apontam a existéncia
da atividade antifingica do C. zeylanicum sobre cepas de
Candida envolvidas com infec¢es bucais (QUALE et al.,
1996). Pozatti (2007) avaliou in vitro a atividade
antifungica do 6leo essencial de C. zeylanicum sobre
isolados de Candida comprovadamente susceptiveis e
resistentes ao fluconazol. A autora verificou que o produto
testado apresentou Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) que variaram
de 200 a 1600 e 800 a 1600 pg/mL, respectivamente.
Castro e Lima (2011) avaliaram a atividade antiflngica do
6leo essencial de C. zeylanicum através do método de
difusdo em meio solido e determinagdo da CIM pela
técnica da microdiluicdo. Foram observados halos de
inibicdo do crescimento fingico acima de 40 mm para
todas as cinco cepas de Candida albicans testadas e CIM
de 312,5 pg/mL frente a C. albicans (ATCC 76845).
Ressalta-se que o teste que considera o didmetro
dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano ndo é um
parametro para avaliar a qualidade da atividade inibitoria
de agentes quimicos, especialmente os de natureza solida,
pois 0 mesmo considera a difusdo da substancia testada
pelo meio de cultura. Mas, a técnica é valida para estudos
iniciais na determinagdo da atividade antimicrobiana,
sendo, portanto, necessario o desenvolvimento de outros
ensaios pré-clinicos, que incluem o emprego de
metodologias que avaliem atividade antimicrobiana em
biofilmes multi-espécie, investiguem possiveis alteragdes
das propriedades dos materiais durante as associacdes e,
ainda, avaliem isoladamente o0s componentes dos
materiais e das substancias possivelmente responsaveis
por tal atividade. E imprescindivel considerar a realizag&o
de outros ensaios para determinacdo da atividade
antibacteriana dos produtos avaliados (CASTRO et al.,
2010).

CONCLUSOES

A associacdo do material restaurador ao 6leo essencial de
Cinnamomum zeylanicum exibiu atividade antifingica
quando associado a Maxxion® e Vitro Cem®. Dentre
todas as associacfes, 0 Maxxion® apresentou o melhor
resultado quando associado a nistatina. Para todos os CIV
testados, a associacdo com o produto sintético utilizado

como controle, nistatina, aumentou a inibicdo do
crescimento fungico.
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