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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e aresposta do
tecido subcutaneo de ratos & implantacdo do cimento Portland associado ao AH Plus em
diferentes proporcdes (50% de cimento AH Plus + 50% de cimento Portland; 60% de cimento
AH Plus + 40 % de cimento Portland; 70% de cimento AH Plus + 30% de cimento Portland;
80% de cimento AH Plus + 20% de cimento Portland; 90% de cimento AH Plus + 10% de
cimento Portland; 100% cimento Portland;100% AH Plus). Para a avaliagdo da agdo
bioldgica, foram utilizados 42 ratos (RattusNorvegicus), que foram divididos em 14 animais
para cada periodo experimental. Cada animal recebeu quatro implantes de tubos de
polietileno, preenchidos com os materiais recém-espatulados.Apos 7, 14 e 30 dias, 0s animais
foram eutanaziados e os espécimes foram preparados para analise microscopica. A anélise
microscopica foi realizada considerando-se o tecido presente na embocadura do tubo de
polietileno, em contato com o material a ser testado.Para se avaliar a sensibilidade bacteriana
aos cimentos estudados, foi utilizada a técnica de difusdo radial da substancia sobre a
superficie de placas de Mueller-Hintonagar. As bactérias testadas foram de linhagens de
campo e 1 ATCC 29212. As estirpes foram retiradas da bacterioteca e ativadas sobre a
superficie de placas de Brucellaagar suplementado com 5% de sangue de carneiro, incubadas
a 36°C por 24 horas. A partir dessas placas, 5 col6nias foram transferidas para um tubo
contendo 5 mL de caldo BHI que foi incubado a 36°C “overnight”. A partir do crescimento,
foi preparado em salina estéril o ajuste para a densidade dtica do padrdo de turbidez da escala
0,5 de McFarland (1,5 x 108 Unidades Formadoras de Coldnias /mL). Placas de Petri de 100 x
10 mm previamente preparadas com Mueller-Hintonagar (Merck™) na espessura de 6 mm
foram escavadas em pogos com 5 mm de didametro por 3 mm de profundidade. Uma vez
ajustada a densidade do in6culo, a semeadura foi feita através de zaragatoa de algodao estéril
na superficie das placas, tomando-se o cuidado de ndo semear o interior das escavacoes. As
placas foram colocadas em estufa por 30 minutos para secagem da superficie do meio de
cultura antes da colocagdo dos cimentos. Os seguintes cimentos foram utilizados no teste:
50% de cimento AH Plus + 50% de cimento Portland; 60% de cimento AH Plus + 40 % de
cimento Portland; 70% de cimento AH Plus + 30% de cimento Portland; 80% de cimento AH
Plus + 20% de cimento Portland; 90% de cimento AH Plus + 10% de cimento Portland; 100%
cimento Portland;100% AH Plus. Os materiais foram proporcionados em massa. Ap6s a
espatulacéo os pogos foram preenchidos com os cimentos através de seringas tipo Luer-Look
e as placas foram deixadas 2 horas em temperatura ambiente para pré-incubagdo. Apoés, foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 36°C, sob condigdes atmosféricas adequadas por 24
horas. Os halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de um paquimetro digital, sob
intensa luminosidade. Com os dados em médos, os mesmos foram submetidos a analise
estatistica, empregando-se o teste Kruskal-Wallis para comparagdo global e o teste de Miller
paras as comparacdes individuais com nivel de significAncia de 5%. Os resultados mostraram
que na proporcdo 50/50, aos 7 dias observou-se material granular birrefringente em meio a
tecido de granulacdo infiltrado por leucdcitos mononucleares, com discreta deposicédo de
matriz coldgena. Aos 14 dias, discretas fibras colagenas estavam organizadamente
depositadas, permeadas por discreto a moderado infiltrado inflamatério mononuclear. Aos 30
dias, observou-se persisténcia do infiltrado inflamatério mononuclear, com padrdo
microscopico semelhante ao periodo de 14 dias. Na proporcdo 40/60, no periodo de 7 dias
visualizou-se material granular birrefringente circular, em meio a tecido de granulagdo
ricamente celularizado e infiltrado por moderado infiltrado inflamatério mononuclear. Apés
14 dias ja se notou deposicdo organizada das fibras coldgenas em meio a discreto infiltrado
mononuclear. No periodo de 30 dias, j& se observou a presenca de tecido conjuntivo fibroso
permeado por eventuais leucdcitos mononucleares. A proporgdo 70/30, Aos 7 dias notou-se



tecido de granulagéo ricamente celularizado permeado por moderado infiltrado mononuclear.
Apo6s 14 dias, o tecido apresentou-se em organizacdo, com deposi¢do organizada das fibras
colagenas. Aos 30 dias, notou-se presenca de tecido conjuntivo fibroso e eventuais células
gigantes multinucleadas tipo corpo estranho. Na proporcdo 80/20, ap6s 7 dias observou-se a
presenca de tecido de granulagdo ricamente vascularizado. Aos 14 dias a deposicdo
organizada de fibras colagenas foi visualizada, em meio a discreto infiltrado mononuclear e
discretas células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho. Em 30 dias, células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho foram visualizadas em meio a tecido conjuntivo fibroso
em organizacdo. Na proporg¢do 90/10, no periodo de 7 dias, focos de degeneragdo tecidual
foram observados em meio aos granulos do material e tecido de granulagdo moderadamente
infiltrado por leucdcitosmononucleares. Aos 14 dias, houve deposicéo organizada de fibras
colagenas em meio a moderado infiltrado inflamatorio mononuclear, com persisténcia de
eventuais areas de degeneracdo tecidual proximo ao material. Apés 30 dias, organizacdo do
tecido conjuntivo fibroso foi observada, permeado por discreto infiltrado mononuclear.Os
resultados da atividade antimicrobiana mostraram que as proporgdes de 80/20, 90/10 e 100%
AH Plus apresentaram atividade antimicrobiana, tanto em 24, quanto em 48 horas, com
diferenca estatisticamente significante com relacdo aos outros grupos. Conclui-se que a
associacdo do AH Plus ao cimento Portland apresenta boa resposta tecidual e atividade
antimicrobiana, em algumas proporcdes.

Palavras-chave:Cimento Portland. AH Plus. Atividade antimicrobiana. Biocompatibilidade.
Materiais retrobturadores. Cirurgia parendodontica.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate antimicrobial activity and the
response of the subcutaneous tissue of rats to the deployment of associated Portland cement to
AH Plus in different proportions (50 AH Plus cement Portland cement 50; 60 AH Plus cement
cement Portland 40; 70 AH Plus cement cement Portland 30; 80 AH Plus cement cement
Portland 20; 90 AH Plus cement cement Portland 10; 100 Portland cement; 100 AH Plus). 42
rats were used (RattusNorvegicus), divided into 14 animals for each experimental period.
Each animal received four polyethylene tubes, implants filled with maniputaded materials on
one side, and with gutta-percha on the other side. After 7, 15 and 30 days, the animals were
killed and the specimens were prepared for microscopic analysis. Microscopic analysis of all
specimens was conducted considering the tissue present at the mouth of the polyethylene tube
in contact with the material to be tested. To evaluate the bacterial sensitivity to cements, was
used the technique of radial diffusion of the substance on the surface of plates of Mueller-
Hintonagar. The bacteria tested were of field strains and 1 ATCC (TypeCultureCollection),
was a strain of Enterococcusfaecalis ATCC 29212. The isolates were taken from bacterioteca
and activated on the surface of plates of Brucellaagar supplemented with 5 sheep blood
incubated at 360C by 12:0 am. From these plates, 5 colonies were transferred to a tube
containing 5 mL of BHI broth which was incubated at 360C "overnight". From growth, was
prepared in sterile saline adjustment for standard optical density turbidity of 0.5 McFarland
range (1.5 x 108 colony forming units mL). Petri dishes of 100 x 10 mm previously prepared
with Mueller-Hintonagar (Merck ®) in the thickness of 6 mm were excavated in wells with 5
mm diameter by 3 mm deep. Once adjusted the inoculum density, sowing was made through a
sterile cotton swab on the surface of the plates, taking care not to sow the interior of
excavations. The plates were placed in an oven for 30 minutes to dry the surface of the culture
medium prior to placement of the cements. The following are cements used in the test: 50%
AH Plus and 50% of Portland cement; 60% AH Plus cement and 40% of Portland cement;
70% AH Plus and 30% of Portland cement; 80% AH Plus and 20% of Portland cement; 90%
AH Plus and 10% of Portland cement; 100% of Portland cement; 100% AH Plus. The
materials were provided. After mixing the wells were filled with the Luer syringe through
cements-Look and the plates were left 2 hours at room temperature for incubation. After, were
incubated in bacteriological oven at 360C, under appropriate weather conditions by 12:0 am.
The halos of inhibition were measured with the aid of a digital pachymeter, under intense
luminosity. With data in hand, they were subjected to statistical analysis, using the Kruskal-
Wallis test for global comparison and the Miller test for individual comparisons with a
significance level of 5. The results showed that in proportion to 5050, to 7 days birrefringente
granular material was found in the midst of granulation tissue infiltrated by mononuclear
leukocytes, with discrete matrix collagen deposition. To 14 days, discrete Collagen fibers
were neatly filed, permeated by discreet mononuclear inflammatory infiltrate to moderate. To
30 days, noted the persistence of mononuclear inflammatory infiltrate, with microscopic
pattern similar to the period of 14 days. In proportion to 4060, within 7 days visualized
yourself granular material circular birrefringente, amidst the richly celularizado granulation
tissue and infiltrated by mononuclear inflammatory infiltrate tempered. After 14 days have
already noticed organised deposition of collagen fibers in the midst of discreet mononuclear
infiltrate. In the period of 30 days, has already noted thethe presence of fibrous connective
tissue permeated by any mononuclear leukocytes. The proportion 7030, To 7 days notice-if
granulation tissue richly celularizado permeated by mononuclear infiltrate tempered. After 14
days, the material presented in the Organization, with organised deposition of collagen fibers.



To 30 days, it was noted the presence of fibrous connective tissue and eventual foreign body
type multinucleated giant cells. In proportion to 80/20, after 7 days it was observed the
presence of granulation tissue richly vascularized. To 14 days organised deposition of
collagen fibers was displayed amid low-key mononuclear infiltrate and discreet foreign body
type multinucleated giant cells. In 30 days, foreign body type multinucleated giant cells were
visualized in the midst of fibrous connective tissue in the organization. In proportion to 90/10,
7 days period, outbreaks of tissue degeneration were observed between the material and
beadsgranulation tissue moderately infiltrated by mononuclear leukocytes. To 14 days there
Collagen fibers organized deposition amid moderate mononuclear inflammatory infiltrate,
with persistence of any tissue degeneration areas next to the material. After 30 days, the
Organization of fibrous connective tissue was observed, permeated by discreet mononuclear
infiltrate. The results of antimicrobial activity showed that the proportions of 80/20, 90/10 and
100 AH Plus showed antimicrobial activity, both 24, and 48 hours, with no statistically
significant difference in relation to other groups. It is concluded that the Association of AH
Plus to Portland cement enhances its antimicrobial and biocompatibility action.

Keywords: Portland cement. AH Plus. Antimicrobial activity. Biocompatibility. Root-end
filling materials. Apicalsurgery.
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1 INTRODUCAO

A endodontia vem sofrendo um processo de evolu¢édo muito grande nos Gltimos anos.
Assim, procedimentos que eram realizados de forma empirica, hoje estdo alicercados em
bases cientificas, procurando apoiar-se nas respostas bioldgicas e no conhecimento de como
0S materiais utilizados nos tratamentos interagem com o0s tecidos apicais e periapicais
(LEONARDO, 2005).

Apesar dessa grande evolucdo técnico-cientifica, infelizmente o tratamento
endodbntico convencional ainda ndo possibilita a obtengdo do sucesso total. Algumas
situacdes clinicas, como a presenca de um instrumento fraturado, perfuracGes radiculares,
calcificacOes e variacOes anatbmicas severas podem dificultar ou, até mesmo, impossibilitar o
sucesso do tratamento endodontico convencional. (BRAMANTE e BERBERT, 2003). Da
mesma forma, a possibilidade da existéncia de biofilmes periapicais ou de alguns outros
fatores irritantes pode dificultar o sucesso do tratamento via canal (LEONARDO et al., 2007).
Frente a essa situacdo, o profissional recorre ao procedimento cirtrgico como Ultimo recurso

terapéutico.

Até a década de 70 a cirurgia parendodontica apresentava indices de sucesso que
variavam de 50% a 70%. (RUD; ANDREASEN; JENSEN, 1972). Esses valores estariam
relacionados aos procedimentos operacionais e aos materiais utilizados no selamento das
cavidades retrogradas. Com base naquele estudo, a comunidade cientifica comegou a realizar
pesquisas para a avaliacdo dos procedimentos e, principalmente, dos materiais utilizados, uma
VeZ gque 0S mesmos permanecem em contato intimo e permanente com os tecidos apicais e

periapicais.

Assim, 0s materiais retrobturadores devem apresentar propriedades ideais, tanto
fisico-quimicas quanto bioldgicas, para que se obtenha o melhor resultado quando de suas
aplicagbes. Tais propriedades englobam um bom selamento marginal, estabilidade
dimensional, insolubilidade frente aos fluidos tissulares, boa radiopacidade, facil manipulagao
e insercdo, tempo de presa curto, atividade antimicrobiana, biocompatibilidade, e, se possivel,

estimular o processo de reparo tecidual.

Espécies bacterianas pertencentes ao género Enterococcus pode ser encontrado em

diversos envolvimentos, tais como o trato gastrointestinal de humanos e outras espécies,
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plantas e solo. Estes microorganismos também séo capazes de colonizar o trato genitourinario
e cavidade oral (KONEMAN et al., 2001).

O Enterococcus é um anaerobio facultativo, fermentativo, Gram-positivo,
apresentando forma ovalada e com didmetro de 0,5 a1,0 micrometro, podendo apresentar-se
isolado ou em pequenas cadeias (KONEMAN et al., 2001)

Das espécies de Enterococcus, o Enterococcusfaecalis € 0 mais comumente detectado,
estando presentes em infec¢Bes orais como periodontite marginal, infecgcbes endodonticas e
abscesso periradicular e fracassos endoddnticos (ROCAS et al., 2004).

Peciulieneet al. (2001) analisaram a presenca de fungos e bactérias entéricas em dentes
obturados e com lesdo periapical, isolaram o Enterococcusfaecalis em 21 dentes de 33 dentes,
sendo onze em cultura pura, ou seja, como 0 Unico microorganismo presente. O crescimento
foi detectado apds a segunda cultura em 10 dentes.

Em 2003, Pinheiro et al. analisaram, também, o tipo de microorganismo presente em
dentes obturados com fracasso endodéntico, verificaram que 57,4% eram espécies de
anaerobios facultativos, sendo que 83,3% eram Gram-positivo. Observaram também que o
Enterococcusfaecalis foi a espécie bacteriana mais comumente encontrada.

Analisando a associacdo de Enterococcusfaecalis com diferentes formas de doenca
periradicular, Rocaset al. (2004) observaram a presenca desta espécie em 7 de 21 dentes com
lesdo periradicular cronica assintomética, em 1 caso de 10 dentes com periodontite apical
aguda e em 1 de 19 amostras de pus aspirado de abscesso periradicular agudo.Verificaram que
0 Enterococcusfaecalis esté significantemente associado mais com casos assintomaticos do
que com casos sintomaticos. Quanto aos fracassos endoddnticas o Enterococcusfaecalis
estava presente em 20 de 30 dentes. No confronto entre dentes com infeccdo priméria e em
casos com infeccdo persistente, verificaram maior relagdo com casos de fracassos
endodonticos.

Molanderet al. (1998) também isolaram Enterococcusfaecalis em casos de
retratamento com peridontite apical, averiguando intenso crescimento destes microrganismos
nesta situacdo clinica. Sirenet al. (1997) mostraram que estas bactérias entéricas foram
cultivadas quando os canais estavam sem selamento, concluindo haver grande risco de
contaminagdo por parte destes microrganismos quando se deixa um dente com a cavidade
pulpar exposta ao meio bucal. Diante dos fatos mencionados acima verifica-se que o
Enterococcusfaecalis, esta relacionado a fracassos endodoénticos, resistindo muitas vezes a um
tratamento endoddntico prévio.

Torabinejadet al. (1995) compararam os efeitos antibacterianos do amalgama, 6xido de zinco



13

eugenol, Super EBA e um agregado trioxido mineral frente a nove bactérias facultativas
Enterococcusfaecalis, Streptococcus, Streptococcusmitis, Streptococcusmutans,
Streptococcussalivarius, lactobacilos, Staphylococcus aureus, Staphylococcusepidermidis,
Bacillussubtilis e Escherichia coli B e sete bactérias anaerébias estritas, Prevotellabuccae
(Bacteroides), Bacteroides fragilis, Prevotella (Bacteroides) intermedia, Prevotella
(Bacteroides) melaninogenica, Fusobacteriumnecrophorum, Fusobacteriumnucleatum,
Peptostreptococcus e anaerdbios. Apds o crescimento dessas bactérias em meios sélidos,
recentemente misturadas e materiais de teste de 24 h foram colocados sobre a superficie
dessas midias inoculadas e incubadas em uma atmosfera adequada para 24-48 horas a 37
graus C. Discos impregnados com o liquido Super EBA foram utilizados como controle
positivo. O efeito antibacteriano de cada material foram medidos em milimetros, e os dados
foram analisados usando analise de variancia e teste de Scheffé para determinar as diferencas
estatisticas entre os efeitos antibacterianos dos materiais de ensaio. Discos impregnados com
Super EBA liquido causado diferentes graus de inibicdo do crescimento de bactérias
anaerodbias facultativas e estritas. Outros autores comprovam a atividade antimicrobiana do
MTA (TORABINEJAD et al., 1995; PARIROKH E TORABINEJAD, 2010; HASAN
ZARRABI et al., 2009;ELDENIZ et al., 2006; AL-HEZAIMI et al., 2005)TANOMARU-
FILHO et al., 2007; SIPERT et al., 2005; ESTRELA et al., 2000) e também atividade
antifangica (AL-NAZHAN e AL-JUDAI, 2003).

Até o momento, ndo h&d um material retrobturador que reina todas as propriedades
ideais exigidas do mesmo. Por isso, ha uma busca incessante por parte dos pesquisadores para

o desenvolvimento de um material que se aproxime, a0 maximo, do ideal.

Alguns materiais ja foram propostos como retrobturadores, e, dentre eles, podemos
citar o amalgama de prata (MESSING, 1967), a guta-percha (MARCOTTE; DOWSON;
ROWE, 1975), os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol (GARTNER; DORN, 1992),
0s cimentos com hidroxido de célcio (LUIZ, 2002, TANOMARU-FILHO, 1998) e os
cimentos a base de agregado de trioxido mineral. (TORABINEJAD et al.,1993, HOLLAND
et al., 1999, HOLLAND et al., 2002).

Na atualidade, o material mais estudado e mais utilizado em obturagdes retrogradas é
0 MTA (agregado de triéxido mineral). Desde sua introdugdo na Odontologia, em 1993, esse
material tem sido objeto de muitos estudos, quer seja para conhecer seus reais componentes,
quer seja para tentar melhorar suas propriedades fisicas, principalmente. Suas indicacdes

também foram ampliadas passando, daquela inicial, de selar em definitivo as comunicaces
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entre a cavidade pulpar e o periodonto, para material retrobturador, capeador em pulpotomias,
protecBes pulpares diretas, reabsor¢des dentérias internas e externas, rizogénese incompleta,
como plug apical, em fraturas dentarias e obturacdo dos canais radiculares.
(JACOBOVITZ;DE LIMA, 2008, PACE; GIULIANI;PAGAVINO, 2008, OLIVEIRA et al.,
2008, SRINIVASAN;WATERHOUSE;WHITWORTH, 2009).

Em relagdo as suas propriedades fisico-quimicas, o MTA tem demonstrado ser um
bom selador marginal (LEE et al., 1993, TORABINEJAD et al., 1993), possui alcalinidade
(TORABINEJAD et al.,1995; DUARTE et al.,2003; VASCONCELOQOS, 2006, VIVAN et al.,
2010), boa radiopacidade (TORABINEJAD et al., 1995; VIVAN et al., 2009). Juntamente
com essas excelentes propriedades fisico-quimicas, o MTA tem proporcionado respostas
teciduais com resultados muito semelhantes aos encontrados com o uso do hidréxido de
célcio, inclusive, induzindo a deposicéo de tecido mineralizado sobre sua superficie. (LUIZ,
2002). Todavia, a dificuldade de sua manipulagdo fez com que alguns pesquisadores
alterassem sua composicéo adicionando-lhe outros componentes (CAMILLERI et al., 2010).
Aditivos foram incluidos ao MTA visando diminuir seu tempo de presa (BORTOLUZZI, et
al., 2006), chegando inclusive ao surgimento do MTA fotopolimerizavel. (GOMES-FILHO et
al., 2008; VIVAN et al., 2009; VIVAN et al., 2010).

A época do seu lancamento, em 1995, pela Dentsply/Tulsa, quando recebeu a
denominagdo de ProRoot MTA, o fabricante descrevia-o como possuidor das seguintes
substancias: silicato tricélcico, silicato dicélcico, aluminato tricalcico,

ferroaluminatotetracélcico, além de outros 6xidos em menor quantidade.

Todavia em 1999, Wucherpfenning e Green publicaram um abstract, onde
concluiram que o0 MTA e o cimento Portland eram semelhantes macro e microscopicamente.
Posteriormente a Dentsply/Tulsa passou a informar na bula a presenca de 75% de cimento
Portland, 5% de sulfato de calcio di-hidratado e 20% de 6xido de bismuto. Estrela et al., em
2000, analisaram os elementos quimicos do cimento Portland e do MTA e concluiram que o
cimento Portland contém os mesmos elementos quimicos do MTA, com exce¢do do dxido de
bismuto. A partir deste trabalho, varios foram realizados com a mesma finalidade.
(CAMILLERI et al., 2005, DAMMASCHKE et al., 2005, DEAL et al., 2002, FERREIRA et
al., 2005, FUNTEAS; WALLACE; FOCHTMAN, 2002, ISLAM; CHNG; YAP, 2006, SONG
et al., 2006). Outros trabalhos foram realizados comparando 0 MTA com o cimento Portland,
analisando e verificando a similaridade quando utilizados em tecido subcuténeo de ratos
(HOLLAND et al., 2001a; CINTRA et al., 2010,MCNAMARA et al., 2010), em capeamentos
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pulpares (ACCORINTE et al., 2009), em pulpotomias de dentes de cdes (HOLLAND et al.,
2001b, MENEZES et al., 2004), em obturacbes de canais radiculares de dentes de caes
(HOLLAND et al., 2001c), quando implantados em mandibulas de cobaias (SAIDON et al.,
2002), em retrobturagdes de canais radiculares de dentes de caes. (BERNABE; HOLLAND,
2004).

Hollandet al. (1999) verificaram similaridade entre o hidroxido de calcio e MTA.
Ambos os materiais determinaram a firmagéo de granulacGes de calcita e uma ponte de tecido
mineralizado subjacente. Portanto, sugeriram que o mecanismo de a¢do de ambos os materiais
sdo semelhantes. O 6xido de célcio do pd do MTA, ao se misturar com a agua no processo de
manipulacdo, € convertido em hidréxido de célcio. Esse Gltimo, em contato com os fluidos
tissulares, se dissocia em ions célcio e hidroxila. Os ions célcio reagindo com o gas carbénico
dos tecidos, dara origem as granulacfes de calcita. Junto a essas granulagfes, ha acimulo de
fibronectina (SEUX et al., 1991), a qual permite adesdo e diferenciagéo celular. Na sequencia,

tem-se a formacéo do tecido mineralizado.

Hollandet al. (2001a) avaliaram em tecido subcutdneo de ratos a implantacdo de
tubos de dentina com MTA, cimento Portland e hidréxido de calcio. Os animais foram
sacrificados em 7 e 30 dias e realizados as analises histoldgicas pela coloragéo de Von Kossa.

Concluiram que o mecanismo de acdo das substancias estudadas é similar.

Outra hipdtese, seria que 13 a 17% do cimento Portland é solivel em forma de
hidroxido de célcio, dando a mesma sequencia de formagdo de tecido mineralizado citado
acima. (PETRUCCI, 1998).

Além dos cimentos retrobturadores, um cimento obturador de canal, o AH Plus, tem
apresentado excelentes resultados fisico-quimico- mecéanicos (DUARTE et al., 2004,
ALFREDO et al., 2008; NUNES et al., 2008) e bioldgicos (SOUSA et al., 2006, GOMES-
FILHO et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2010).

Sousa et al. (2006) avaliaram a biocompatibilidade de 3 cimentos endodonticos,
dentre eles, o AH Plus. Realizaram implantes em porcos e avaliaram em 4 e 12 semanas.
Concluiram que o cimento Epiphany apresentou melhores resultados de biocompatibilidade,

enquanto que o AH Plus, foi moderado.

Gomes-Filho et al. (2007) avaliaram a biocompatibilidade de alguns cimentos
endodonticos (Endomethasone, Pulp Canal Sealer EWT e AH Plus). Utilizaram tubos de

polietileno em subcutaneo de ratos e avaliaram em 3, 7 e 30 dias. O cimento Pulp Canal
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Sealer EWT apresentou os melhores resultados, enquanto que o Endomethasone e AH Plus

resultados semelhantes, mas os trés cimentos com padrdes semelhantes entre si.

Oliveira et al. (2010) avaliaram a resposta bioldgica do cimento AH Plus associado a
5% de hidréxido de célcio em subcutaneo de ratos. O periodo de analise foi de 14 dias.
Concluiram que a adicdo de 5% de hidréxido de célcio ao cimento AH Plus, melhorou o seu
comportamento, produzindo reacdo inflamatdria menos severa, quando implantados em

subcutaneo de ratos.

N&o h& na literatura relatos sobre a associacdo do cimento Portland com o AH Plus.
Sabendo da semelhan¢a do cimento Portland com 0 MTA, e que esse Ultimo apresenta bons
resultados bioldgicos, surge a ddvida da possibilidade da associacdo, com a finalidade de
melhorar as propriedades de manipulagcdo do cimento Portland, e adicionar as excelentes

propriedades biolégicas do AH Plus.

Sabe-se, também, que as respostas bioldgicas de um material estdo na dependéncia
de algumas de suas propriedades fisico-quimicas. Uma vez que o material apresente um pH
compativel com o organismo, liberacdo de ions calcio e hidroxila, solubilidade e tempo de
presa satisfatdrios, e um bom selamento marginal, esse material apresentard boas propriedades
bioldgicas. Diante disso, torna-se necessario a realizacdo de testes bioldgicos, para esclarecer

e corroborar com os resultados fisico-quimicos-mecéanicos.

Muitas foram as tentativas de pesquisadores para se aproximar de um cimento
retrobturador ideal, criando alguns ou realizando modificagdes em outros, visando a obtencéo
de determinada propriedade ou a melhoria de outras. Diante do exposto, fica a interrogacéo da
proposta da associagdo do cimento Portland ao AH Plus, o que justifica a realizagdo da

presente pesquisa.

Diante do exposto, o0 objetivo da presente pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana e ag8o bioldgica da associa¢do do cimento Portland ao AH Plus em diferentes

proporgoes.
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20BJETIVOS

2.1  Objetivos Gerais
Avaliar a atividade antimicrobiana e a resposta do tecido subcutaneo de ratos a

implantag&@o do cimento Portland associado ao cimento AH Plus em diferentes proporgdes.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade antimicrobiana e a resposta do tecido subcutaneo de ratos a
implantagdo do cimento Portland associado ao cimento AH Plus nas seguintes proporcoes:
- 50% de cimento AH Plus + 50% de cimento Portland
- 60% de cimento AH Plus + 40 % de cimento Portland
- 70% de cimento AH Plus + 30% de cimento Portland
- 80% de cimento AH Plus + 20% de cimento Portland
- 90% de cimento AH Plus + 10% de cimento Portland
- 100% cimento Portland
- 100% AH Plus.
- Determinar qual a melhor proporgéo para associagédo do cimento Portland ao AH

Plus em relacdo a atividade antimicrobiana e a resposta do tecido subcutaneo de ratos.



3MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Os materiais testados foram o cimento Portland associado ao cimento AH Plus em

18

diferentes proporgdes, 0s quais foram associados em massa, conforme a tabela 1:

Grupos Cimentos

Grupo 1 50% de cimento AH Plus + 50% de Portland
Grupo 2 60% de cimento AH Plus + 40 % de Portland
Grupo 3 70% de cimento AH Plus + 30% de Portland
Grupo 4 80% de cimento AH Plus + 20% de Portland
Grupo 5 90% de cimento AH Plus + 10% de Portland
Grupo 6 100% cimento Portland (controle)
Grupo 7 100% AH Plus (controle)

Tabela 1: grupos experimentais.

A composicdo dos materiais testados apresenta-se na tabela 2.

Cimento Composicdo Fabricante
Cimento Silicato tricélcio; silicato dicéalcico; | Votorantim Cimentos, Sdo Paulo,
Portland aluminato tricalcico; Sao Paulo, Brasil.
ferroaluminatotetracalcico; sulfato de
calcio dihidratado; Oxidos alcalinos;
outros constituintes.
AH Plus Pasta A: resina epoxi; tungsténio de Dentsply/De Trey, Konstanz,

calcio; 6xido de zirconio; aerosil e 6xido
de ferro.

Pasta B: amina adamantana; N, N-
Diberncil-5-oxanonano-diamina-1,9;
TCD-Diamina; tungsteanato de calcio;
oxido de zirconio; aerosil e 6leo de
silicone.

Alemanha

Tabela 2: composicéo e fabricante dos materiais a serem testados.
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3.2. METODOS

3.2.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram avaliadas 30 estirpes de
Enterococcusfaecalis (Figura 1), sendo 30 de campos e 1 ATCC 29212 pertencentes a
bacterioteca do laboratério de Microbiologia da Universidade do Sagrado Coracdo — USC,
previamente recuperadas por cultura bacterioldgica de amostras da cavidade oral de pacientes
atendidos no servico de Endodontia da Clinica de Odontologia da USC — Bauru — SP. Todas
as estirpes encontravam-se congeladas a — 20°C e foram isoladas em meio M-Enterococcus
4gar (Difco®) e identificadas conforme fluxograma de identificacdo segundo Koneman et al.,
2001 (Figura1).

As estirpes foram ativadas em placas de M-Enterococcus &gar (Difco®) que foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 36°C por 18-24 horas. A partir das placas, coldnias

foram repicadas para o caldo BHI (Oxoid®) até turvacdo total do meio.

Para se avaliar a sensibilidade bacteriana aos cimentos estudados, foi utilizada a
técnica de difusdo radial da substancia sobre a superficie de placas de Mueller-Hintonagar.

As bactérias testadas foram de linhagens de campo e 1 ATCC (American
TypeCultureCollection), sendo uma estirpe de Enterococcusfaecalis ATCC 29212. As
estirpes foram retiradas da bacterioteca e ativadas sobre a superficie de placas de Brucellaagar
suplementado com 5% de sangue de carneiro incubadas a 36°C por 24 horas. A partir dessas

placas, 5 col6nias foram transferidas para um tubo contendo 5 mL de caldo BHI que foi
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incubado a 36°C “overnight”. A partir do crescimento, foi preparado em salina estéril o ajuste
para a densidade 6tica do padréo de turbidez da escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10® Unidades
Formadoras de Col6nias /mL). Placas de Petri de 100 x 10 mm previamente preparadas com
Mueller-Hintonagar (Merck®) na espessura de 6 mm foram escavadas em pogos com 5 mm de
diametro por 3 mm de profundidade. Uma vez ajustada a densidade do inéculo, a semeadura
foi feita através de zaragatoa de algoddo estéril na superficie das placas, tomando-se o
cuidado de ndo semear o interior das escavacoes. As placas foram colocadas em estufa por 30
minutos para secagem da superficie do meio de cultura antes da colocagdo dos cimentos. Os
seguintes cimentos foram utilizados no teste: 50% de cimento AH Plus + 50% de cimento
Portland; 60% de cimento AH Plus + 40 % de cimento Portland; 70% de cimento AH Plus +
30% de cimento Portland; 80% de cimento AH Plus + 20% de cimento Portland; 90% de
cimento AH Plus + 10% de cimento Portland; 100% cimento Portland;100% AH Plus. Os
materiais foram proporcionados em massa. Apds a espatulagdo os pocos foram preenchidos
com os cimentos através de seringas tipo Luer-Look e as placas foram deixadas 2 horas em
temperatura ambiente para pré-incubacdo. Apos, foram incubadas em estufa bacterioldgica a
36°C, sob condicBes atmosféricas adequadas por 24 horas. Os halos de inibicdo foram

mensurados com auxilio de um paquimetro digital, sob intensa luminosidade (Figura 2).

Figura 2: Halos de inibicdo que foram formados ao redor do material

3.2. ANALISE ESTATISTICA

Com os dados em mados, foi aplicado os testes estatisticos de Kruskal-Wallis para

comparacgdo global e Dunn para comparagdes individuais, com nivel de significancia de 5%.
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3.2.3. SELECAO DOS ANIMAIS E IMPLANTACAO DOS MATERIAIS

Foram utilizados 42 ratos (RattusnovergicusalbinusHoltzman), adultos-jovens,
pesando em média 250g (aproximadamente 75 dias), que foram mantidos no Biotério da
Universidade Sagrado Coracdo — USC, durante o periodo descrito, sendo que o projeto foi

aprovado pelo comité de ética da mesma instituicdo com Protocolo, sob protocolo 147/11.

Os materiais em estudo nesta etapa, foram acondicionados em tubos de polietileno

com 1,5mm de didmetro e 1 cm de comprimento, com uma das extremidades fechada.

A anestesia dos animais foi efetuada com Dopalen — Cloridrato de Ketamina 0,08mL
e Virbaxyl 2% - Cloridrato de Xilazina 0,02mL, na dosagem de 100mg/kg de peso corporeo,
injetando-se na regido intra-peritoneal e, entdo foi realizado a cirurgia de implantacédo dos

tubos.

Inicialmente foi realizada tricotomia (Figura 3), na parte dorsal anterior do animal
antissepsia local com povidine, seguida da demarcagéo dos quadrantes. Posteriormente foram
realizadas as incisdes com lamina de bisturi nimero 15 (Figura 4), divulsdo com tesoura de
ponta romba e pinga hemostatica (Figura 5). Em seguida, os tubos contendo os materiais

foram implantados (Figura 6), sendo divididos nos seguintes grupos experimentais (Tabela 3).

Sr
Figura 3: Tricotomia na regido dorsal dos ratos

Figura 4: Incisdo com lamina de bisturi nimero 15, na regido dorsal
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Figura 5: Diwulsdo com tesoura de ponta romba
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Figura 6: Implantacéo dos tubos de polietileno com material ecém—espatulado

Grupos Cimentos

Grupo 1 50% de cimento AH Plus + 50% de Portland
Grupo 2 60% de cimento AH Plus + 40 % de Portland
Grupo 3 70% de cimento AH Plus + 30% de Portland
Grupo 4 80% de cimento AH Plus + 20% de Portland
Grupo 5 90% de cimento AH Plus + 10% de Portland
Grupo 6 100% cimento Portland (controle)
Grupo 7 100% AH Plus(controle)

Tabela 3: grupos experimentais.
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Foram utilizados 14 animais por periodo experimental, sendo que cada animal
recebeu 4 tubos na regido dorsal, dois do lado direito e dois no lado esquerdo (Figura 7). Para
cada animal, os tubos foram implantados com diferentes materiais. Apds a implantacdo dos

tubos, foi realizada a sutura da incisdo com fio de Nylon 4.0 (Figura 8).

- ~ &=

; 3

§

- - o— > 3

S e
B

Figura 7: Implantagdo de 4 tubos de polietileno na regido dorsal, dois do lado direito e dois do lado esquerdo
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Figura 8: Sutura com fio de Nylon 4.0

Decorridos os periodos experimentais de 7, 15 e 30 dias, os animais foram novamente
anestesiados, nova tricotomia foi realizada e os tubos localizados por palpacdo seguida da
remogdo dos blocos de tecido adjacente aos mesmos, com margem de seguranga, para
possibilitar, apés a tramitagdo laboratorial o exame histopatoldgico. Apds remocdo dos

tecidos, 0s animais foram mortos por overdose anestésica.
3.4. PREPARO HISTOLOGICO

Ap6s a remocdo dos tecidos, os mesmos foram colocados imediatamente em

formalina a 10% tamponada para fixagdo das pecas.

Apos a fixacdo, os blocos de tecido contendo os tubos de polietileno foram imersos
em frascos rotulados com identificagdo do animal, regido da bidpsia, material e periodo

experimental. Com o objetivo de reduzir o tamanho das pegas, os tecidos foram cortados e se
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removeu os tubos de polietileno. Em seguida foi realizada a rotina laboratorial convencional
até a obtencdo de blocos de parafina contendo o0s respectivos materiais e 0s tecidos adjacentes
(devidamente etiquetados para identificacdo) para avaliagdo. Os espécimes foram preparados
para a obtencéo de cortes seriados com a espessura em torno de 6 pum, para confecgdo das

laminas.

Os preparos para leitura microscopica foram corados com Hematoxilina e Eosina
(H&E) e avaliados em microscopia Otica comum para andlise descritiva do quadro
histopatolégico ao redor do material implantado. A andlise serd descritiva e por meio de

morfometria.
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4 RESULTADOS

Quanto a reagdo do tecido subcutaneo de ratos, a andlise microscdpica de todos os
espécimes foi realizada considerando-se o tecido presente na embocadura do tubo de

polietileno, em contato com o material a ser testado.

Na proporgéo de 50% de cimento Portland e 50% AH Plus, aos 7 dias observou-se
material granular birrefringente em meio a tecido de granulacdo infiltrado por leucdcitos
mononucleares, com discreta deposicdo de matriz colagena. Eventualmente, visualizou-se
material degenerado em contato com o material. Aos 14 dias, discretas fibras colagenas
estavam organizadamente depositadas, permeadas por discreto a moderado infiltrado
inflamatério mononuclear. Aos 30 dias, observou-se persisténcia do infiltrado inflamatorio

mononuclear, com padrdo microscopico semelhante ao periodo de 14 dias (Figura 9 a, b, c).

Na propor¢do de 40% de cimento Portland e 60% AH Plus — No periodo de 7 dias
visualizou-se material granular birrefringente circular, em meio a tecido de granulagdo
ricamente celularizado e infiltrado por moderado infiltrado inflamatdrio mononuclear. Apés
14 dias ja se notou deposicdo organizada das fibras coldgenas em meio a discreto infiltrado
mononuclear. No periodo de 30 dias, j& se observou a presenga de tecido conjuntivo fibroso

permeado por eventuais leucocitos mononucleares (Figura 10 a, b, c).

Na proporgdo de 30% de cimento Portland e 70% AH Plus- Aos 7 dias notou-se tecido
de granulagdo ricamente celularizado permeado por moderado infiltrado mononuclear. Apés
14 dias, o tecido apresentou-se em organizagdo, com deposicdo organizada das fibras
colagenas. Aos 30 dias, notou-se presenca de tecido conjuntivo fibroso e eventuais células

gigantes multinucleadas tipo corpo estranho (Figura 11 a, b, c).

Na proporcdo de 20% de cimento Portland e 80% AH Plus — Ap6s 7 dias observou-se
a presenca de tecido de granulacdo ricamente vascularizado. Assim como 0s demais grupos,
aos 14 dias a deposicdo organizada de fibras coldgenas foi visualizada, em meio a discreto
infiltrado mononuclear e discretas células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho. No
periodo de 30 dias, células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho foram visualizadas em

meio a tecido conjuntivo fibroso em organizagéo (Figura 12 a, b, c).
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Na propor¢do de 10% de cimento Portland e 90% AH Plus — No periodo de 7 dias,
focos de degeneracdo tecidual foram observados em meio aos granulos do material e tecido de
granulacdo moderadamente infiltrado por leucocitos mononucleares. Aos 14 dias, houve
deposicdo organizada de fibras colagenas em meio a moderado infiltrado inflamatdrio
mononuclear, com persisténcia de eventuais &reas de degeneragdo tecidual préximo ao
material. Apos 30 dias, organizagdo do tecido conjuntivo fibroso foi observada, permeado por

discreto infiltrado mononuclear (Figura 13 a, b, c).

Na proporcdo de 100% — Aos 7 dias notou-se presenca de tecido de granulagdo
permeado por moderado infiltrado leucocitario mononuclear. No periodo de 14 dias também
se observou organizagdo do tecido de granulagdo, bem como eventuais células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho. Aos 30 dias, mesmo em meio & presenca do material,

houve a organizacdo do tecido conjuntivo fibroso (Figura 14 a, b, c).
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C

Figura 9 (50/50) — A) 7 dias - Tecido de granulagdo (TG) com moderado infiltrado inflamat6rio (setas) préximo
a superficie do material; B) 14 dias — Deposicdo de fibras colégenas paralelas entre si (Col); C) 30 dias —
Deposicéo de fibras colagenas (Col) em meio a granulos do material (setas).
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C

Figura 10 (40/60) — A) 7 dias — Tecido de granulagdo com moderado infiltrado mononuclear (TG); B) 14 dias -
Fibras col&genas organizadas (Col) préximas a superficie do material (*); C) 30 dias - Tecido conjuntivo fibroso
(TC) em meio a focos de discreto infiltrado mononuclear (setas).
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Figura 11 (' 70/30) — A) 7 dias - Tecido de granulagdo permeado por moderado infiltrado mononuclear (TG); B)
14 dias — Deposicdo organizada das fibras colagenas (Col); C) 30 dias — Tecido conjuntivo organizado (TC).
Material (*)
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Figura 12 (80/20) — A) 7 dias — Tecido de granulagdo (TG) proximo ao material (*); B) 14 dias — Presenca de
eventuais células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho (CG); C) 30 dias - Tecido conjuntivo (TC) em
organizacdo em meio ao material (*)
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Figura 13 (90/10) — A) 7 dias — Areas de degeneracéo celular (setas) proximo a superficie do material (*); B) 14
dias — Deposicéo de fibras coldgenas (Col) em meio ao infiltrado mononuclear (setas); C) 30 dias — Organizacdo
das fibras colagenas (Col) em meio ao material (*)
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Figura 14 (100) — A) 7 dias - Tecido de granulagdo moderadamente infiltrado por leucécitos mononucleares
(TG); B) 14 dias - Tecido conjuntivo em organizagdo (TC) proximo ao material (*); C) 30 dias — Tecido
conjuntivo fibroso (TC) em meio ao material (*).
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A tabela 4 representa a atividade antimicrobiana dos cimentos estudados no periodo de

24 horas.
Cepas 50/50 60/40 70/30 80/20 90/10 100-AH | 100-
plus Portland
1 0 0 0 5mm mm 0 0
2 0 0 0 mm 8mm 0 0
3 0 0 0 7mm mm Imm 0
4 0 0 0 7mm mm 10mm 0
5 0 0 0 0 6mm Imm 0
6 0 0 0 7mm 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 6mm 10mm 0
9 0 0 0 7mm 6mm 10mm 0
10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 6mm 6mm 7mm 0
12 0 0 0 7mm mm 10mm 0
13 0 0 0 7mm mm 11mm 0
14 0 0 0 mm 8mm 0
15 0 0 0 0 6mm 8mm 0
16 0 0 0 7mm mm 10mm 0
17 0 0 0 0 mm Imm 0
18 0 0 0 mm mm 0 0
19 0 0 0 mm mm 8mm 0
20 0 0 0 0 mm 10mm 0
21 0 0 0 7mm mm 11mm 0
22 0 0 0 6mm 8mm 11mm 0
23 0 0 0 6mm 6mm 9mm 0
24 0 0 0 7mm mm 10mm 0
25 0 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 7mm mm 10mm 0
27 0 0 0 0 0 7mm 0
28 0 0 0 6mm 6mm 10mm 0
29 0 0 0 mm 8mm 11mm 0
30 0 0 0 7mm mm 0 0
ATCC 0 0 6mm mm 8mm 11mm 0

Tabela 4: Halos (em mm) da atividade antimicrobiana dos cimentos estudados no periodo de 24 horas.



A tabela 5 representa a atividade antimicrobiana dos cimentos estudados no periodo de 48
horas.

Cepas 50/50 60/40 70/30 80/20 90/10 100- AH | 100-
plus Portland
1 0 0 0 0 6mm 0 0
2 0 0 0 6mm mm 0 0
3 0 0 0 6mm mm 8mm 0
4 0 0 0 6mm 6mm 9,5mm 0
5 0 0 0 6mm mm Imm 0
6 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 mm 6mm Imm 0
9 0 0 0 0 6mm 9mm 0
10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 6mm 7mm 0
12 0 0 0 0 6mm 10mm 0
13 0 0 0 mm mm 10,5mm |0
14 0 0 0 mm 7,5mm 0 0
15 0 0 0 0 6mm 8mm 0
16 0 0 0 6mm 6mm 9mm 0
17 0 0 0 0 6mm Imm 0
18 0 0 0 6mm mm 0 0
19 0 0 0 6mm 6mm 8mm 0
20 0 0 0 0 6mm Imm 0
21 0 0 0 7mm mm 11mm 0
22 0 0 0 0 7,5mm 11mm 0
23 0 0 0 0 6mm 8mm 0
24 0 0 0 6mm mm 10mm 0
25 0 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 7mm mm 10mm 0
27 0 0 0 0 0 6mm 0
28 0 0 0 mm 6mm 10mm 0
29 0 0 0 mm 8mm 10mm 0
30 0 0 0 7mm mm 0 0
ATCC 0 0 0 6mm mm 11mm 0

Tabela 5: Halos (em mm) da atividade antimicrobiana dos cimentos estudados no periodo de 48 horas.



A tabela 6 é a aplicacdo do teste de Dunn para comparagdes individuais entre 0s

grupos estudados.
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Dunn'sMultipleComparison Test Difference in rank sum
50/50 vs 60/40 0,0000
50/50 vs 70/30 -2,468
50/50 vs 80/20 -66,42
50/50 vs 90/10 -81,18
50/50 vs AHP -112,1
50/50 vs CP 0,0000
60/40 vs 70/30 -2,468
60/40 vs 80/20 -66,42
60/40 vs 90/10 -81,18
60/40 vs AHP -112,1
60/40 vs CP 0,0000
70/30 vs 80/20 -63,95
70/30 vs 90/10 -78,71
70/30 vs AHP -109,7
70/30 vs CP 2,468
80/20 vs 90/10 -14,76
80/20 vs AHP -45,70
80/20 vs CP 66,42
90/10 vs AHP -30,94
90/10 vs CP 81,18
AHP vs CP 112,1

Significant? P < 0.05? Summary
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Tabela 6: Teste de Dunn para comparac6es individuais.

A figura 15 representa o grafico da atividade antimicrobiana no periodo de 24 horas.

Figura 15: Gréfico da atividade antimicrobiana no periodo de 24 horas.



A figura 16 representa o grafico da atividade antimicrobiana no periodo de 48 horas.

Figura 16: Gréfico da atividade antimicrobiana no periodo de 48 horas.
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5 DISCUSSAO

O meétodo de avaliacdo da atividade antimicrobiana foi o de difusdo radial eméagar.
Este recurso é utilizado na literatura, como um dos testes iniciais para verificar a atividade
antimicrobiana dos materiais sobre determinados microorganismos (Miyagak et al., 2006;
Ribeiro et al.,2006; Estrela et al., 2000). Os micro-organismos E. Faecalis séo frequentemente
relacionados a fracassos endoddnticos e utilizados como pardmetro para comparagédo de
materiais (Miyagak et al., 2006; Ribeiro et al.,2006; Estrela et al., 2000; Estrela et al., 2011).

Estrela et al. (2000) ndo observaram zonas de inibi¢do de crescimento microbiano
quando utilizado o cimento Portland cinza. Desta forma, apesar de outros estudos terem sido
realizados sobre a atividade antifingica do Portland cement (MIYAGAK et al., 2006;
ESTRELA et al., 2000; ESTRELA et al., 2011), o presente trabalho avaliard o Portland
associado ao cimento AH Plus, o que poderd potencializar a atividade antimicrobiana.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a associagdo do AH Plus em diferentes

proporgdes na acdo antimicrobiana do cimento Portland.

Quanto a analise antimicrobiana no presente trabalho, utilizou-se o0 método de difusdo
radial, que é um método amplamente utilizado, embora tenha a limitagcdo de oferecer apenas
se a substancia testada inibe ou ndo o crescimento microbiano, sem determinar atividade
bactericida ou bacteriostatica. No entanto é uma metodologia que favorece informagdes para
verificar se deve-se realizar estudos de concentragéo inibitoria ou bactericida minimas para se
verificar este feito. Outra limitacdo desta metodologia é o fato das substincias testadas
apresentarem diferentes graus de solubilizaco, influenciando na atividade antimicrobiana. No
entanto, uma forma de diminuir este problema é realizar a pré-incubagdo das placas, ou seja,
deixar 1 (uma) hora em temperatura ambiente com o agar para baixo para solubilizacéo do

material.

No presente trabalho, por utilizar microrganismos anaerébios facultativos, optou-se
por essa metodologia. Outro fator que se optou por essa metodologia € sua facilidade de
realizacdo e ser uma metodologia amplamente citada na literatura (CANALDA C. et al.,
1989; PUMAROLA M. et al., 1991; PUMAROLA M. et al., 1992).

Os resultados da presente pesquisa apresentaram atividade antimicrobiana para as
associagOes de 80/20, 90/10 e AH Plus puro (controle). Isso se deve provavelmente pela

maior propor¢cdo de AH Plus na associagdo, jA& que 0 mesmo apresenta atividade
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antimicrobiana. Outro fator que pode interferir e a associacdo com o cimento Portland, que

pode n&o liberar substancias que tem atividade antimicrobiana.

Com relagdo a atividade antimicrobiana, o cimento Portland, ndo apresentou acéo
frente as bactérias testadas pelo método de difusdo radial. Estes achados do cimento Portland
puro corroboram com os achados de outros autores (AL-NAZHAN e AL-JUDAI, 2003) que
observaram acdo antiflngica por parte do MTA, que consiste em um material em que o
principal componente é o cimento Portland. J4 Estrela et al., discordando do presente trabalho,
ndo observaram inibicdo do cimento Portland e MTA frente a Céandida-albicans, deve ser
ressaltado que no trabalho citado foi empregado o cimento Portland cinza e no presente
trabalho foi empregado o branco, que apresenta diferenca de alguns componentes, como a
quantidade de oxido de ferro e aluminato, que pode interferir na acdo. Resultados semelhantes
frente ao Staphylococcus aureus e Enterococccusfaecalis foram observados em outro estudo
analisando o MTA (TORABINEJAD et al., 1995) e MTA e cimento Portland (ESTRELA et
al., 2000).

Outras propriedades fisico-quimicas-mecéanicas devem ser realizadas com a presente

associagéo, para que se possa indicar o material clinicamente.

Os testes de biocompatibilidade sdo executados em diversos animais, como
cdes (POLLICK, et al., 1995; CANOVA, 2003; SCHWARTZ, et al.,, 2007), carneiros
(GOSAIN, et al., 2002; 2004), coelhos (MAEDA, 2005), camundongos (SCHWARTZ, et al.,
2000), cobaias (RUMPEL, et al., 2006), hamsters (LASCHKE, et al., 2007) e os ratos de
laboratorio, que segundo Hedrich (2000), sdo os animais experimentais mais comumente
utilizados, pois é o modelo que melhor representa o funcionamento do sistema mamifero.
Serve como modelo para o teste de um grande nimero de materiais para aplicacdo em
Endodontia e Cirurgia (TORNECK, 1966; PHILLIPS, 1967; TORNECK, 1967; HORSTED;
FEJERSKOV; JOHANNESEN, 1980; GORDUYSUS; ETIKAN; GOKOZ, 1998;
HOLLAND, et al., 1999; 2001; 2002a; 2002b; MORAIS, et al., 2006; ZAMBUZZI, et al.,
2006; GARCIA, 2008; GOMES, et al., 2008; MORI, et al., 2009).

A reproducéo do rato em biotérios permite a eliminagdo de fatores individuais, como
deficiéncia imune, ou estarem afetados por alguma doenca, além de facilitar a obtengdo do
nimero de amostras necessarias. Esse animal tem um metabolismo mais acelerado,

permitindo a obtencdo de resultados num curto periodo de tempo (RODRIGUEZ SOSA,
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2004).

Para o presente estudo foram selecionados ratos machos devido as variagdes no ciclo
hormonal das fémeas, o que poderia interferir nos resultados. Os animais tiveram a mesma
origem, Biotério da Universidade Sagrado Coracdo, USC, e foram padronizados quanto a

saude, idade e peso corporal.

Para a implantagdo de pastas ou cimentos em tecido subcuténeo de ratos, é necessario
a utilizacdo de acondicionadores, veiculos especiais que permitam um controle de sua forma e
tamanho, conforme sugeriu Torneck (1966). Essa metodologia simula uma condicéo clinica
de extravasamento de material endodontico para o periodonto apical. Segundo a literatura, 0s
implantes dos materiais endoddnticos em tecidos podem ser realizados em tubos de
polietileno (MAGRO, et al., 1987; GORDUYSUS; ETIKAN; GOKOZ, 1998; YALTIRIK, et
al., 2004; CINTRA, et al., 2006; MORAIS, et al., 2006; SUMER, et al., 2006; MORI, et al.,
2009), de teflon (OLSSON; SLIWKOWSKI; LANGELAND, 1981; ECONOMIDES, et al.,
1995; KOLOKOURIS, et al., 1996; 1998), em tubos de silicone rigidos (ZMENER;
GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1990), em tubos de dentina (SOUZA, et al., 1977; ZANONI,
et al., 1988; HOLLAND, et al., 1999; 2001; 2002a; 2002b), e recentemente, tem sido utilizada
capsulas de colageno para determinados materiais (OLIVEIRA, et al., 1999; SICCA, et al.,
2000; ZAMBUZZI, et al., 2005; 2006; GARCIA, 2008). No presente estudo foi realizada a

implantag&o em tubos de polietileno.

As normas da FDI (STANFORD, 1980; STANLEY, 1992; I1SO, 1997) recomendam
periodo curto, 48 horas, para avaliacdo dos efeitos da incisdo e do procedimento operatorio.
Para avaliar a reacdo do tecido conjuntivo, em contato com 0s materiais experimentais,
recomendam periodos de 14 a 84 dias. A ADA (1972; 1982) sugere periodos experimentais
que podem variar entre 7-10, 21-35 e 60-80 dias. Observamos que na literatura ndo existe um
consenso entre os autores quanto aos tempos de avaliagcdo. Torneck (1966; 1967) e Phillips
(1967) utilizaram um periodo de 60 dias, Holland et al. (1999; 2001; 2002a; 2002b) optaram
por periodos de 7 e 30 dias, enquanto outros empregaram periodos que variam de 7 a 180 dias
(OLSSON; SLIWKOWSKI; LANGELAND, 1981; ORSTAVICK, 1988; ZMENER,;
GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1990; ECONOMIDES, et al., 1995; KOLOKOURIS, et al.,
1996; KOLOKOURIS, et al., 1998). No presente estudo, foram utilizados os periodos de 7, 15
e 30 dias, pois sdo 0s mais proximos sugeridos pela ADA (1972; 1982).
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Com relacdo aos resultados, todos os grupos apresentaram resultados aceitaveis.
Observou-se nos periodos iniciais e presenca de moderado infiltrado inflamatorio
mononuclear. Nos periodos intermediarios e finais, observou-se tecido de tecido conjuntivo

fibroso em organizacao.

Na proporgéo de 50% de cimento Portland e 50% AH Plus, aos 7 dias observou-se
material granular birrefringente em meio a tecido de granulacdo infiltrado por leucdcitos
mononucleares, com discreta deposicdo de matriz colagena. Eventualmente, visualizou-se
material degenerado em contato com o material. Aos 14 dias, discretas fibras colagenas
estavam organizadamente depositadas, permeadas por discreto a moderado infiltrado
inflamatério mononuclear. Aos 30 dias, observou-se persisténcia do infiltrado inflamatorio

mononuclear, com padrdo microscopico semelhante ao periodo de 14 dias.

Na propor¢do de 40% de cimento Portland e 60% AH Plus — No periodo de 7 dias
visualizou-se material granular birrefringente circular, em meio a tecido de granulagdo
ricamente celularizado e infiltrado por moderado infiltrado inflamatério mononuclear. Apds
14 dias ja se notou deposicdo organizada das fibras coldgenas em meio a discreto infiltrado
mononuclear. No periodo de 30 dias, j& se observou a presenga de tecido conjuntivo fibroso

permeado por eventuais leucdcitos mononucleares.

Na proporgdo de 30% de cimento Portland e 70% AH Plus- Aos 7 dias notou-se tecido
de granulagdo ricamente celularizado permeado por moderado infiltrado mononuclear. Apés
14 dias, o tecido apresentou-se em organizagdo, com deposi¢cdo organizada das fibras
colagenas. Aos 30 dias, notou-se presenca de tecido conjuntivo fibroso e eventuais células

gigantes multinucleadas tipo corpo estranho.

Na proporcdo de 20% de cimento Portland e 80% AH Plus — Ap6s 7 dias observou-se
a presenca de tecido de granulacdo ricamente vascularizado. Assim como 0s demais grupos,
aos 14 dias a deposicdo organizada de fibras coldgenas foi visualizada, em meio a discreto
infiltrado mononuclear e discretas células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho. No
periodo de 30 dias, células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho foram visualizadas em

meio a tecido conjuntivo fibroso em organizagé&o.
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Na propor¢do de 10% de cimento Portland e 90% AH Plus — No periodo de 7 dias,
focos de degeneracéo tecidual foram observados em meio aos granulos do material e tecido de
granulacdo moderadamente infiltrado por leucocitos mononucleares. Aos 14 dias, houve
deposicao organizada de fibras colagenas em meio a moderado infiltrado inflamatorio
mononuclear, com persisténcia de eventuais &reas de degeneragdo tecidual préximo ao
material. Apos 30 dias, organizagdo do tecido conjuntivo fibroso foi observada, permeado por

discreto infiltrado mononuclear.

Na proporcdo de 100% — Aos 7 dias notou-se presenca de tecido de granulagdo
permeado por moderado infiltrado leucocitario mononuclear. No periodo de 14 dias também
se observou organizagdo do tecido de granulagdo, bem como eventuais células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho. Aos 30 dias, mesmo em meio a presenca do material,
houve a organizacdo do tecido conjuntivo fibroso.

Holland et al. (1999) verificaram similaridade entre o hidroxido de célcio e
MTA. Ambos os materiais determinaram a firmagé&o de granulagGes de calcita e uma ponte de
tecido mineralizado subjacente. Portanto, sugeriram que o mecanismo de a¢do de ambos os
materiais sdo semelhantes. O 6xido de célcio do p6 do MTA, ao se misturar com a agua no
processo de manipulacdo, é convertido em hidréxido de célcio. Esse ultimo, em contato com
os fluidos tissulares, se dissocia em ions célcio e hidroxila. Os ions célcio reagindo com o gés
carbdnico dos tecidos, dara origem as granulagbes de calcita. Junto a essas granulagdes, ha
acimulo de fibronectina (SEUX et al., 1991), a qual permite adeséo e diferenciacdo celular.

Na sequencia, tem-se a formagédo do tecido mineralizado.

Holland et al. (2001a) avaliaram em tecido subcutaneo de ratos a implantacéo de
tubos de dentina com MTA, cimento Portland e hidréxido de calcio. Os animais foram
sacrificados em 7 e 30 dias e realizados as analises histoldgicas pela coloragéo de Von Kossa.
Concluiram que o mecanismo de acdo das substancias estudadas é similar. Na presente
pesquisa, foi realizado a analise morfoldgica dos cimentos testados, os quais apresentaram

resultados similares.

O cimento AH Plus apresenta boas propriedades bioldgicas. Oliveira et al. (2010)
avaliaram a resposta bioldgica do cimento AH Plus associado a 5% de hidréxido de calcio em
subcutaneo de ratos. O periodo de anélise foi de 14 dias. Concluiram que a adicéo de 5% de
hidréxido de célcio ao cimento AH Plus, melhorou o seu comportamento, produzindo reacéo

inflamatGria menos severa, quando implantados em subcutaneo de ratos. O cimento associado
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ao AH Plus no presente estudo foi o0 AH Plus, o qual apresenta boa resposta tecidual, o que
pode justificar os resultados da presente pesquisa. Outros trabalhos relatam a boa resposta

tecidual do cimento AH Plus.

Sousa et al. (2006) avaliaram a biocompatibilidade de 3 cimentos endodonticos,
dentre eles, o AH Plus. Realizaram implantes em porcos e avaliaram em 4 e 12 semanas.
Concluiram que o cimento Epiphany apresentou melhores resultados de biocompatibilidade,
enquanto que o AH Plus, foi moderado. Gomes-Filho et al. (2007) avaliaram a
biocompatibilidade de alguns cimentos endodonticos (Endomethasone, Pulp Canal Sealer
EWT e AH Plus). Utilizaram tubos de polietileno em subcutaneo de ratos e avaliaram em 3, 7
e 30 dias. O cimento Pulp Canal Sealer EWT apresentou os melhores resultados, enquanto
que o Endomethasone e AH Plus resultados semelhantes, mas os trés cimentos com padrdes

semelhantes entre si. Esses resultados corroboram com os resultados da presente pesquisa.

Ha necessidade de outras pesquisas para determinar a proporcédo ideal da associa¢do
do AH Plus ao cimento Portland. No presente estudo, verificou-se que as proporcdes de 80/20

e 70/30 apresentaram-se satisfatorios.
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6 CONCLUSAO

Baseado na metodologia empregada e nos resultados do presente estudo, conclui-se
que:

- Quanto a atividade antimicrobiana, a associagdo do cimento Portland ao AH
Plus é uma alternativa para ser utilizado como material retrobturador, nas
proporcoes de 80/20 e 90/10;
Quanto a reacéo do tecido subcutaneo de ratos, todos 0s grupos apresentaram
bons resultados;
Com relagéo a consisténcia, as proporgdes de 80/20 e 70/30 apresentaram-se

satisfatorios.
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