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Resumo

Objetivo: avaliar in vitro a capacidade antimicrobiana de dois cimentos endodénticos
com e sem a incorporagdo de digluconato de clorhexidina a 2% e 3% sobre dois

microrganismos.

Materiais e Métodos: foi medida a absorvéncia, em nandmetros, mediante o teste de
contacto direto, da capacidade antimicrobiana dos cimentos endoddnticos AH Plus® e
MTA Fillapex®, com e sem a incorporacéo de digluconato de clorhexidina a 2% e 3%,
organizados em seis grupos, e com as variaveis de: envelhecimento em quatro periodos
de tempo; e tempo de contacto em quatro periodos, frente aos microrganismos Candida
albicans e Enterococcus faecalis. Os resultados foram analisados estatisticamente no
programa IBM SPSS Statistics 23.0 (para Windows) com os testes ANOVA one-way
com correcdo de Brown-Forsythe e testes post-Hoc Tamhane e Dunnett. O nivel de

significancia foi p < 0,05.

Resultados: analisando: por grupos; por grupos e por microrganismo, o menor valor foi
conseguido pelo grupo 6; por tempo de envelhecimento para cada microrganismo, 0
menor valor foi encontrado as 24 horas na Candida albicans e 72 horas no Enterococcus
faecalis; por tempo de envelhecimento por grupo para cada microrganismo, 0 menor
valor foi conseguido pelo grupo 6 as 72 horas, para os dois microrganismos; por tempo
de contacto para cada microrganismo, o menor valor foi as 0 horas para ambos 0s
microrganismos; por tempo de contacto por grupo para cada microrganismo, 0 menor
valor foi do grupo 6 as 0 horas na Candida albicans, e o grupo 6, tal como o grupo 1 as 0

horas, no Enterococcus faecalis.

Conclus6es: a incorporacdo de uma maior concentracdo de digluconato de clorhexidina
aumenta a capacidade antimicrobiana. O cimento MTA Fillapex com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 3%, foi 0 que apresentou maior efeito antimicrobiano

frente aos dois microrganismos.

Palavras-chave: AH Plus, capacidade antimicrobiana, clorhexidina, MTA Fillapex.



Abstract

Aim: evaluate the in vitro antimicrobial capacity of two sealers with and without the

incorporation of chlorhexidine digluconate 2% and 3% over two microorganisms.

Materials and Methods: the absorbance, in nanometers, was measured through the
direct contact test, of the antimicrobial capacity of the endodontic sealers AH Plus® and
MTA Fillapex®, with and without the incorporation of chlorhexidine digluconate at 2%
and 3%, organized into six groups, and with aging variables in four periods of time; and
contact time for four periods against microorganisms Candida albicans and Enterococcus
faecalis. The results were statistically analyzed with IBM SPSS Statistics 23.0 software
(for Windows) with one-way ANOVA tests with Brown-Forsythe correction and the

post-hoc Tamhane and Dunnet tests. The level of significance was p < 0,05.

Results: analyzing: by groups; by groups and by the microorganism, the lowest value
was achieved by the group 6; by aging time for each microorganism, the lowest value
was found at 24 hours in case of Candida albicans and at 72 hours in case of
Enterococcus faecalis; by aging time per group for each microorganism, the lowest value
was achieved by the group 6 at 72 hours, for the two microorganisms; by contact time for
each microorganism, the lowest value was at 0 hours for both microorganisms; by time of
contact per group for each microorganism, the lowest value was achieved by the group 6
at 0 hours in case of Candida albicans, and group 6, as the group 1 to 0 hours, in case of

Enterococcus faecalis.

Conclusions: incorporating a higher concentration of chlorhexidine digluconate increases
the antimicrobial capacity. The MTA Fillapex sealer with the addition of chlorhexidine

digluconate 3% showed the greatest antimicrobial effect against the two microorganisms.

Keywords: AH Plus, antimicrobial capacity, chlorhexidine, MTA Fillapex
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Introducao

| - INTRODUCAO

1. A Endodontia — Enquadramento tedrico

De acordo com a Associacio Americana de Endodontistas: “A endodontia é a area da
medicina dentaria que estuda a morfologia, fisiologia e patologia da polpa dentaria
humana e tecidos periradiculares. O seu estudo e pratica englobam as ciéncias basicas e
clinicas, incluindo a biologia da polpa normal e a etiologia, diagnostico, prevencdo e o
tratamento de doencas e lesdes da polpa, bem como de condi¢bes periradiculares
associadas.”(Eleazer, Glickman, McClanahan, Webb, & Justman, 2012).

A triade constituida pela preparacdo quimico-mecanica do canal, o controlo microbiano e
a completa obturacéo tridimensional do canal radicular para evitar reinfecdes, é a base do

tratamento endodontico (Krasner, Rankow, & Abrams, 2010).

O tratamento endodéntico bem-sucedido depende do desbridamento completo do tecido
pulpar, de detritos de dentina, de microrganismos infeciosos e dos seus produtos
metabdlicos presentes no sistema de canais radiculares, a fim de esterilizar os canais. No
entanto, a complexa anatomia canalar em alguns casos é um obstaculo para atingir este
fim, mesmo com os instrumentos, substancias e técnicas mais adequadas a disposicdo do
médico dentista. Assim sendo, as popula¢es de microrganismos devem ser reduzidas
para um nivel abaixo ao necessério para induzir ou manter a doenca e, se possivel, criar

um ambiente no qual o organismo se consiga curar por si préprio (Shen et al., 2012).

Em estudos e revisbes recentes, apds o tratamento endodéntico, foram relatados
resultados favoraveis com valores de 85% a 95% (Shen & Cheung, 2013). De acordo
com Tennert et al., 2014, a principal causa de insucesso do tratamento endodoéntico € a

persisténcia de microrganismos no sistema de canais radiculares.
2. Infecé@o e microbiologia endodontica

2.1. Métodos de recolha e identificagdo de espécies bacterianas em infegdes

endodonticas

Pouco depois de ter inventado o seu microscopio em 1684, Anton van Leeuwenhoek
comecgou a observar microrganismos relacionados com a carie dentaria. Em 1890, Miller

foi o primeiro a observar microrganismos associados a polpa, que causavam infecoes.
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Estudo in vitro da capacidade antimicrobiana de dois cimentos endoddnticos modificados com clorhexidina mediante
teste de contacto direto

Em 1965, Kakeshi demonstrou, atraves de estudos com ratos, que a necrose pulpar e o
desenvolvimento de lesdes periapicais s6 aconteciam devido a exposi¢do pulpar na
cavidade oral com flora normal, ndo esterilizada. As investigagcdes foram ocorrendo
utilizando a microscopia, técnicas de cultura com isolamento, crescimento e identificacéo
laboratorial de acordo com a morfologia dos microrganismos, e testes bioquimicos
(Baumgartner, 2004). No entanto, com o avanco da tecnologia de diagnostico molecular,
a utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a hibridacdo do acido
desoxirribonucleico (ADN), a hibridacédo in situ fluorescente ou a pirosequenciacdo do
ADN, trouxeram como vantagens a rapidez e a precisdo, sendo técnicas fidedignas para
fornecer dados quantitativos de populacGes bacterianas (C. Zhang, Du, & Peng, 2015). O
objetivo do tratamento endoddntico € reduzir as populacBes bacterianas a niveis nao
detetados em métodos de cultura (< 10° — 10* células) (Siqueira Jr & Rogas, 2008).

Os métodos de diagndstico molecular tém permitido a detecdo de algumas espécies
cultivaveis em dentes endodonciados com infecGes apds o tratamento, com valores de
prevaléncia maiores do que através de métodos de cultura. Isto confirmou e reforcou a
associacao destas espécies bacterianas com a etiologia da periodontite apical persistente
(Lins et al., 2013). Pode-se concluir também que a sua prevaléncia varia consoante o tipo

de doenca pulpar e periapical.
2.2. Tipos de infecdes endodénticas

A cavidade oral humana é colonizada por microrganismos nos quais se incluem virus,
protozoarios, archea, fungos e bactérias, numa relacdo simbiotica, podendo denominar-se
assim ecossistema. As comunidades bacterianas encontradas na boca sdo bastante
complexas e podem chegar até 1000 espécies diferentes, sendo este o segundo local mais

povoado de microrganismos, apds o colon (Baumgartner, 2004; Wade, 2013).

Mais de 400 espécies microbianas diferentes tém sido identificadas em amostras de
dentes com diferentes tipos de periodontite apical. A grande variabilidade inter-individual
faz com que, em amostras a partir da mesma doenca clinica, se encontrem diferentes
composigdes de comunidades bacterianas (Tennert et al., 2014). Por causa destas
caracteristicas, as infe¢cbes endodonticas devem ser tratadas utilizando uma estratégia

antibacteriana de largo-espetro (Siqueira Jr & Rogas, 2008).
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Introducao

As bactérias anaerdbias tém sido desde ha muito reconhecidas como o principal agente
etiologico no desenvolvimento de lesbes pulpares e periapicais (Basrani & Haapasalo,
2012), sendo a periodontite apical uma doenca inflamatoria causada por uma infecéo
microbiana no sistema de canais radiculares. Esta pode classificar-se em intra-radicular
primaria ou intra-radicular persistente/ secundaria, consoante se verifique em dentes sem
tratamento endoddntico prévio, no caso da primaria, ou ndo, no caso da persistente/
secundaria, e quer numa quer noutra encontramos diferentes microrganismos (Siqueira Jr
& Récas, 2011, 2014).

Uma infecdo localizada além dos limites do sistema de canais radiculares, quer sob a
forma de um biofilme ligado a superficie externa da raiz, quer como colonias coesas
presentes no interior da lesdo inflamatoria, pode ser responsavel por uma periodontite
apical pés-tratamento em alguns casos, denominando-se assim infecdo extra-radicular

(Ricucci, Siqueira Jr, Lopes, Vieira, & Récas, 2015).

As vias possiveis de penetracdo de microrganismos nos canais sdo através de: dentina
exposta devido a caries ou cracks; gaps nas margens de restauracGes defeituosas ou mal
efetuadas; fraturas dentarias ou fraturas em restauracdes; um tratamento endodéntico mal
realizado; fordmen apical ou fordmens laterais que tenham sido expostos a organismos
como resultado de trauma; bolsas periodontais profundas, resultantes de doencas
periodontais avancadas. Das suprarreferidas, as vias mais comuns sdo as caries, cracks e
margens de restauracfes (Abbott, 2011; Tennert et al., 2014; C. Zhang et al., 2015).

2.2.1. Infecdo intra-radicular primaria

A progressiva infecdo da dentina no caso de existir uma céarie leva eventualmente a que
ocorram micro-abcessos na polpa, juntamente com a degradacdo de tecidos, mediada por
enzimas proteoliticas. Parece haver um consenso ja desde ha algum tempo de que, a
medida que a lesdo de céarie progride pela dentina proxima da polpa, 0s microrganismos
infiltram-se nela, podendo provocar uma infecdo primaria (Zehnder & Guggenheim,
2009).

Nas infe¢fes primarias podem ser encontradas cerca de 10 a 30 espécies de
microrganismos por canal, podendo até em alguns casos co-existirem mais espécies, e
uma carga bacteriana de 10° a 10° células por canal infetado, variando consoante as

infecBes sejam sintomaticas ou ndo, sendo que quando assintomaética, apresenta-se com
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um valor maior. Entre as espécies mais prevalentes encontram-se as bactérias anaerdbias
Gram-negativas e pigmentadas de preto (Prevotellas e Porphyromonas), Fusobacterium
nucleatum, Streptococcus, espiroquetas (Treponemas), Dialister, Pseudoramibacter
alactolyticus, Propionibacterium, Parviromonas micra, Tannerela forsythia, Filifactor

alocis, Eubacterium, Enterococcus faecalis e Olsenella (Sassone et al., 2008).
2.2.2. Infecdo intra-radicular persistente ou secundaria

Ainda ndo esta bem comprovado se as bactérias presentes em dentes endodonciados que
apresentam infecdes apds o tratamento permanecem desde o tratamento anterior (infecéo
persistente) ou se sdo uma consequéncia da reinfecdo (infecdo secundaria). Como a
incidéncia de infe¢bes apds o tratamento é significativamente maior em casos que ja
apresentavam lesdes de periodontite apical, pode-se inferir que as infe¢bes persistentes

sdo a maior causa da falha do tratamento endoddntico (Siqueira Jr & Rocas, 2008).

Na maioria dos canais de dentes endodonciados que apresentem lesbes de periodontite
apical é encontrada infegdo intra-radicular. Estd comprovado que hd um risco acrescido
de obter um pior resultado no tratamento quando existem microrganismos presentes no
canal aquando a obturacdo. As bactérias Gram-positivas e 0s anaerobios facultativos sao
as espécies mais frequentemente identificadas nos canais ja submetidos a tratamento
endododntico, destacando-se o Enterococcus faecalis, com valores de prevaléncia que
podem chegar aos 90% em alguns casos. Siqueira Jr e Rdgas citam que nos canais de
dentes com infecdo pds-tratamento existe uma probabilidade 9 vezes superior de
encontrar esta bactéria do que em canais com infecdo primaria (Siqueira Jr & Rocas,
2014).

O Enterococcus faecalis € uma bactéria do género Enterococcus, apresenta metabolismo
fermentativo, € um anaerdbio facultativo, e um coccus Gram-positivo que ndo forma
enddsporos, também pode ser encontrada em infecbes primarias de periodontite
periapical crénica (C. Zhang et al., 2015). Existe como comensal na cavidade oral e no
trato gastro-intestinal e genito-urinario dos humanos apesar de, em certas situagdes, poder
ser um agente patogéenico oportunista, causando varias infegdes, tais como a endocardite
e bacterémia nosocomial (Lins et al., 2013). Pensa-se que entra no NOSSO organismo por
estar presente em varios alimentos (Zehnder & Guggenheim, 2009). Esta bactéria
consegue sobreviver nos tubulos dentindrios mesmo sob condicGes adversas tais como a

irrigacéo e a medicagéo intracanalar, e facilmente ganha resisténcia a antibioticos.
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Possui ainda variados fatores de viruléncia, tais como a substancias de agregacéo,
adesinas, acido lipoteicdico e hialuronidase para a colonizagdo, aderéncia, invasao e
inflamacdo. Pode ser encontrado em monoculturas ou em comunidades de biofilme,
aumentando a sua resisténcia (Cord et al., 2014; Park, Yang, Kim, Yun, & Han, 2015;
Tennert et al., 2014).

Zhang et al., 2015 reportam que 0 Enterococcus faecalis estd presente na saliva, com
taxas de detecdo entre 18,8% a 40,5%, e que pacientes que apresentem periodontite tém
valores mais elevados desta bactéria do que pacientes com salde periodontal, pelo que o
tratamento periodontal para controlar a infecdo, e sobretudo a utilizacdo de isolamento
absoluto com dique de borracha para impedir a contaminacao de saliva para o interior dos
canais, reduzem a taxa de insucesso do tratamento endoddntico. Outra possivel origem
deste microrganismo é em polpas necrdticas que nao foram corretamente eliminadas
durante o tratamento endoddntico. O facto de este microrganismo apresentar resisténcia
ao meio alcalino com um pH de 9,0-10,0 do hidroxido de célcio, deve-se a sua bomba
transportadora de protdes que os conduz para o interior do seu citoplasma e o acidifica,
permitindo a sobrevivéncia ao suposto efeito antimicrobiano deste medicamento

intracanalar.

A variedade de espécies microbianas encontradas ap6s um tratamento endodontico
falhado é menor quando comparada as encontradas em dentes ndo submetidos a
tratamento endoddntico. Outras espécies encontradas em comunidades bacterianas
associadas as infecbes pos-tratamento sdo  Streptococcus, Pseudoramibacter
alactolyticus, Propionibacterium, Parvimonas micra, Filifactor alocis e Dialister, além
de outras espécies ainda ndo identificadas, correspondendo a 55% da taxa detetada
(Siqueira Jr & Rocas, 2014).

As espécies de Candida podem ser encontradas como parte da microbiota normal da pele,
boca e trato gastro-intestinal, sendo as mais comuns quando existem infe¢des fungicas
nos humanos, e com taxas que variam entre os 30% e 0s 45% em individuos saudaveis e
95% em individuos imunocomprometidos. A Candida albicans é o fungo mais
frequentemente encontrado na cavidade oral e em canais radiculares com infecdo
secundaria. Este microrganismo pode ser encontrado em 3% a 18% dos casos (Récas,
Hilsmann, & Siqueira Jr, 2008). Tem a capacidade de sobreviver e adaptar-se em

ambientes com poucos nutrientes, coagregar-se com bactérias, apresentar dimorfismo sob
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a forma de blastosporo ou apresentar hifas (fator de viruléncia), produzir enzimas
hidroliticas, aderir-se a dentina, formar biofilmes e modular a resposta imune do
hospedeiro de modo a proliferar e provocar infegdes (Lima et al., 2015; Siqueira Jr,
Rocas, Lopes, Elias, & de Uzeda, 2002). Baumgartner refere ainda que este
microrganismo consegue ser mais resistente ao hipoclorito de sodio do que o
Enterococcus faecalis (Baumgartner, Watts, & Xia, 2000), uma vez instalada no interior
de tabulos dentinérios, o que as torna intervenientes nas infegdes persistentes (Turk, Ates,
& Sen, 2008).

2.2.3. Infecdo extra-radicular

As lesdes de periodontite apical formam-se em resposta as infe¢bes intra-radiculares e
atuam como um obstaculo contra a disseminacdo da infecdo para o 0sso alveolar e outros
locais do organismo mas, em certas situacdes, esta barreira pode ser quebrada e os tecidos
periradiculares inflamados serem invadidos por microrganismos, resultando numa infecéo
extra-radicular. A forma mais comum de infecdo extra-radicular é o abcesso apical agudo
(Siqueira Jr & Rocas, 2014).

Apesar de ainda ndo existir evidéncia clara de que a infecdo extra-radicular possa ter
origem independente da infecdo intra-radicular (Siqueira Jr & Rocas, 2014), existem
casos em que a mesma persiste apds a infecdo proveniente do interior dos canais
radiculares, mas também pode no entanto ter uma origem dependente, como por exemplo
devido a sobre-instrumentacdo que projeta tecido e restos de dentina infetados para os

tecidos periradiculares (Ricucci et al., 2015).

Siqueira e Rocas defendem que no caso das infe¢bes extra-radiculares de origem
independente, as principais bactérias implicadas sdo Actinomyces e Propionibacterium
propionicum, provocando a actinomicose apical. Estas bactérias apresentam a capacidade
de formar coldnias bastante coesas no interior de lesdes, evitando assim serem
fagocitadas pelas células do sistema imunitario do hospedeiro (Siqueira Jr & Récas,
2014).

3. Organizacéo bacteriana

As bactérias que se encontram presentes no interior dos canais radiculares tém tendéncia
a organizar-se e a crescer como biofilme, principalmente em dentes com periodontite

apical cronica e em dentes ja sujeitos a tratamento endodontico. As bactérias planctonicas
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sdo mais facilmente eliminadas pela irrigacdo e sdo também mais sensiveis aos irrigantes
antibacterianos, como por exemplo o hipoclorito de sédio, do que as bactérias presentes
em biofilme que ndo sdo tdo suscetiveis a tais medidas, pelo facto de estarem bem
aderidas a parede do canal, e em zonas inacessiveis aos irrigantes, ndo sdo eliminadas

pela irrigacdo (Metzger, Solomonov, & Kfir, 2013).

Além disso, as bactérias que crescem em biofilme apresentam uma menor taxa
metabdlica e sdo normalmente mais resistentes as defesas do hospedeiro, a agentes
antibacterianos tais como os antibidticos (Subramanian & Mickel, 2009), o hidréxido de
calcio ou a clorhexidina (CHX). Esta resisténcia pode dever-se ao facto da protecdo das
camadas exteriores de outras bactérias e da propria matriz do biofilme, que possui
polimeros carregados negativamente que podem neutralizar agentes oxidantes fortes,
tornando dificil a sua penetracdo para matar 0s microrganismos presentes, além do
préprio ambiente competitivo do biofilme, que pode induzir alteracdes no fenotipo de
certas bactérias e potenciar a transferéncia e troca de informacdo genética, levando a
criagdo de estirpes resistentes (Siqueira Jr & Roécas, 2014). Estas propriedades do
biofilme ajudam a explicar a natureza crdnica e a resisténcia de algumas infecGes
endodénticas. Como tal, a simples irrigacdo do canal com uma solucao antibacteriana, tal
como o hipoclorito de sodio, que possui uma tensdo superficial relativamente elevada,
pode ndo ser suficientemente eficaz como o esperado na remocdo destas bactérias do
interior do canal. Subramanian & Mickel, 2009 sugerem que as bactérias sob a forma de
biofilme sdo importantes para a persisténcia de uma infecdo, enquanto as ceélulas
planctonicas nos tecidos desempenham um papel da exacerbacdo da infecdo associada a

esse mesmo biofilme.
4. Etapas do tratamento endodéntico
4.1. Diagnostico

O diagnostico, depois da histdria clinica e da observagdo intra e extraoral, € uma parte
fulcral do tratamento endodéntico, uma vez que a partir deste passo é que se define o

plano de tratamento para o paciente.

De acordo com a European Society of Endodontology, 2006, a causa da queixa que 0
paciente apresenta deverd ser identificada através dos seguintes testes de diagndstico:

palpacdo, mobilidade, percussdo, examinacgdo periodontal, analise oclusal, sensibilidade e
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vitalidade pulpar, possibilidade de fraturas dentarias, transiluminacdo, anestesia local
seletiva, radiografias periapicais (sempre que possivel com a técnica do paralelismo),
alteragOes de coloracéo e fistulografias. Podera ser preciso tirar radiografias com diversas
angulacdes, bem como bitewings e radiografias de plano oclusal. Alguns pacientes
deverdo ser acompanhados em intervalos de tempo especificos para comparar a evolugéao

do diagnostico ou do tratamento.
4.2. Preparacdo quimico-mecénica do sistema de canais radiculares

Apds uma adequada abertura da cAmara pulpar e remoc¢do do teto da mesma, deve-se

proceder a identificacdo de todos os canais e instrumentacdo dos mesmos.

Esta fase inclui a remocéo de tecido organico vital e/ou necroético do sistema de canais
radiculares, juntamente com a dentina radicular infetada e, no caso de retratamento, de

obstaculos metélicos e ndo metalicos (Hulsmann, Peters, & Dummer, 2005).

Destina-se a preparar o espago canalar, assumindo uma forma afunilada, com paredes
lisas para facilitar a desinfecdo por parte de irrigantes e medicamentos para eliminar 0s
microrganismos e 0s seus produtos, preservar a integridade e a localizagdo da anatomia
apical, evitar danos iatrogénicos para o sistema de canais e estrutura radicular, facilitar a
obturacdo, evitar prolongar a infecdo do espaco periapical e preservar a dentina sa para

permitir a funcdo do dente a longo prazo (Hulsmann et al., 2005; Shen & Cheung, 2013).

A preparacdo dos canais radiculares é realizada através da utilizacdo de instrumentos
endodénticos manuais, mecanicos, sénicos, ultrassénicos ou a laser e solucdes irrigantes
em condi¢fes 0 mais assépticas possivel (Haapasalo & Shen, 2013; Hilsmann et al.,
2005; Shen & Cheung, 2013).

Ha quase trés décadas foram introduzidos os sistemas de niquel-titdnio (Ni-Ti), mais
flexiveis e elasticos, eliminando algumas complicacGes iatrogénicas causadas pelos
instrumentos de aco em algumas situacOes (Haapasalo & Shen, 2013; Hilsmann, 2013;
Saunders, 2005; Zhou, Peng, & Zheng, 2013).

A reducdo da infecdo microbiana é conseguida principalmente através da instrumentacao
mecanica e da irrigacdo quimica (Haapasalo & Shen, 2013). A instrumentacdo mecanica
por si s6 ndo consegue garantir um sistema de canais radiculares livre de bactérias
(Mohammadi & Abbott, 2009).
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Tem sido verificado que a completa instrumentacdo do canal é impossivel de conseguir
utilizando a tecnologia atual, mas essa dificuldade foi reduzida desde que foi
desenvolvida a self-adjusting file (SAF), que permite uma maior percentagem de contacto
com as paredes do canal. Hllsmann cita estudos que afirmam que 20-40% das paredes do
canal ndo sdo instrumentadas, e com esta nova lima, a SAF, essa percentagem de dentina
ndo instrumentada baixa para 8.6% (Hulsmann, 2013). A lima incorpora ainda um
sistema de irrigagcéo dentro da mesma, o que facilita a limpeza e eliminacéo de detritos de
dentina (Haapasalo, Qian, & Shen, 2013). Esta desvantagem de a instrumentacdo nao
abranger toda a superficie do canal radicular faz com que em alguns locais do canal, 0s
microrganismos continuem a proliferar, mantendo por vezes a infegdo intracanalar.
Citando Shen et al., 2012: “As superficies ndo instrumentadas devem ser classificadas

como contaminadas.”.

A sequéncia da instrumentacdo de crown down superou largamente o antigo método de
step back. Esta sequéncia de preparacdo manual desde a porcdo coronal, na qual se faz
um pré-alargamento até ao apex, possui como vantagens: um menor risco de inoculagdo
de microrganismos nos tecidos periradiculares, um melhor acesso para o irrigante no
sistema de canais, menor risco de extrusdo da solucdo irrigante e detritos, menor risco de
alteracdo do comprimento de trabalho durante a instrumentacdo, melhor percecao tactil
da constricdo apical, melhor desempenho dos localizadores eletronicos apicais € menor

flexdo dos instrumentos a nivel coronal (Saunders, 2005).

Assim, a preparacao do canal € uma fase essencial para a elimina¢do da infecdo, prevenir
0 avanco da patologia periapical e promover a cura em casos onde a patologia ja exista. A
prevencdo da reinfecdo devera ser depois conseguida através de um selamento hermético,
tridimensional e impermeavel dos canais e uma restauracdo coronal (Hilsmann et al.,
2005).

4.2.1. A formagéo de smear layer

A smear layer é uma camada fina e amorfa de detritos com uma espessura de 0,2-5
micrometros (um) que é formada sempre que uma lima endoddntica é utilizada para
instrumentar uma parede de dentina mineralizada, no interior de um canal. E constituida
por uma mistura de dentina mineralizada, pré-dentina, restos de tecido pulpar, proteinas
e, no caso de canais infetados, pode ser também constituida por bactérias, fungos e até

mesmo biofilme (Shen et al., 2012).
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Por vezes, a smear layer tapa os canaliculos de dentina e pode chegar a ser empurrada
para dentro dos mesmos até 40 um, pelos instrumentos endodoénticos e deve ser removida
pelo facto de poder conter células microbianas e antigénios, principalmente nos dentes
que apresentam lesGes apicais; pelo facto de diminuir a penetracdo e consequentemente o
efeito dos agentes desinfetantes na dentina e, por poder afetar a qualidade da obturacéo e
a adesdo do cimento & parede do canal (Haapasalo et al., 2013; Hulsmann, 2013). De
acordo com Zehnder, 2006, a presenca de smear layer interfere com a adaptacdo dos
cimentos endodonticos as paredes de dentina dos canais radiculares, podendo

consequentemente provocar infiltracfes microbianas.

Turk et al., 2008 referem que a presenca desta camada aumenta a aderéncia da Candida
albicans na dentina, uma vez que é composta por uma parte organica (como por exemplo
o0 colagénio tipo 1) e uma parte inorganica (como por exemplo o calcio). A presenca dos
ibes calcio facilita a sua morfogénese e o potencial de adesdo a proteinas da matriz

extracelular de biofilme.

A smear layer pode também prevenir a entrada de cimento endodéntico nos tabulos
dentinarios, e a atividade antibacteriana de varios medicamentos pode ser inibida pela
dentina, pela matriz de dentina e pelo colagénio presentes (Hoelscher, Bahcall, & Maki,
2006).

Tal como visto anteriormente, atualmente, é impossivel erradicar a infecdo intra-radicular
apenas com a instrumentacdo mecanica, pelo que os irrigantes sdo necessarios para

completar esta tarefa.
4.3. Irrigacdo e medicacao intracanalar

Durante o tratamento endodéntico, as solucdes irrigantes deverdo estar em contacto direto
com toda a superficie da parede do canal para uma acédo eficaz, especialmente na porcéo
apical de canais estreitos. Shen et al., 2012 reportam que ha grandes zonas no 1/3 apical
dos canais que ndo chegam a ser instrumentadas, bem como em canais em fita ou canais
ovais, pelo que os microrganismos presentes tém maior probabilidade de sobreviver,

sendo assim imprescindivel a irrigacéo.

Os objetivos da irrigacdo na endodontia sdo quimico-mecéanicos e bioldgicos. Os
objetivos quimico-mecanicos sdo a lavagem de detritos, lubrificacdo do canal, dissolucéo

do tecido orgénico e inorganico, e evitar a formacdo de smear layer durante a
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instrumentacdo ou dissolvé-la, ap6s a sua formacgdo, tudo isto sem irritar os tecidos
periapicais (European Society of Endodontology, 2006). A fungdo bioldgica dos
irrigantes esta relacionada com o seu efeito antimicrobiano (Basrani & Haapasalo, 2012).

As caracteristicas de um irrigante ideal estdo resumidas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas de um irrigante endodéntico ideal. Adaptado de (Basrani &

Haapasalo, 2012)
Devera ter efeito bactericida e fungicida

N&o devera ser irritante para os tecidos periapicais

Devera ser estavel em solucdo

Devera possuir um efeito antimicrobiano prolongado e um efeito antibacteriano
sustentavel ap6s a utilizacdo

Deverd permanecer ativo na presenca de sangue, soro e proteinas derivadas dos tecidos
apicais

Devera ser capaz de remover totalmente a camada de smear layer

Deverd apresentar uma baixa tensdo superficial

Deverd ser capaz de desinfetar a dentina e os tibulos dentinarios

N&o devera interferir com a reparagdo dos tecidos periapicais

N&o devera manchar a estrutura dentaria

Devera ser inativado num meio de cultura

N&o deverd induzir uma resposta imunitiria mediada por células nem devera ser
antigénico, toxico ou cancerigeno para as células do tecido periradicular

N&o devera ter efeitos adversos sobre as propriedades fisicas de dentina exposta

N&o devera apresentar nenhum efeito adverso sobre a capacidade de selamento de
materiais de obturacdo

Devera ser facil de utilizar/ aplicar

Deverd ser econdmico

O método mais comum de transporte do irrigante para 0s canais € através de uma seringa
idealmente com sistema leur-lock e uma agulha de abertura lateral, e ser utilizada em
movimentos continuos sem prender a agulha no interior do conduto, com deposi¢éo lenta
da solucdo irrigante. Na maior parte das vezes, a agulha segue o trajeto anteriormente
criado pelos instrumentos endodénticos e como tal, os irrigantes vao ser libertados no
mesmo local onde a smear layer se formou. A solucdo também pode ser transportada por
sistemas sonicos ou ultrassonicos (European Society of Endodontology, 2006).

4.3.1 Hipoclorito de Sodio

O hipoclorito de sddio, cuja formula é NaOCI, vulgarmente conhecido como lixivia, é
utilizado como desinfetante ou agente de branqueamento. E o irrigante de escolha durante
os tratamentos endodonticos, devido a sua eficacia como agente antimicrobiano,
excelente na dissolugdo de materiais organicos, lubrificante, e com um tempo de acdo

relativamente rapido. Apresenta como limitacOes a sua toxicidade no caso de acidentes,
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ndo apresentar substantividade, ser corrosivo, apresentar um odor desagradavel, e apenas

remover a por¢ao orgénica do smear layer (Basrani & Haapasalo, 2012).

Quando o hipoclorito de sodio contacta com as proteinas dos tecidos, sdo formados em
pouco tempo compostos como azoto, formaldeido e acetaldeido. As ligacdes peptidicas
sdo cortadas para que as proteinas sejam dissolvidas. Durante este processo, o hidrogénio
nos grupos imino (-NH-) é substituido por cloro (-N.CI-), formando cloraminas que
exercem um papel importante para a eficacia antimicrobiana (Basrani & Haapasalo,
2012).

A eficécia antimicrobiana do hipoclorito de sédio, devido ao seu elevado pH (por causa
dos ides hidroxilo), € semelhante ao mecanismo de agdo do hidréxido de célcio. O
elevado pH do hipoclorito de sodio interfere na integridade da membrana citoplasmatica,
causando inibicGes enzimaticas irreversiveis, provocando alteragdes no metabolismo
celular e a degradacdo de fosfolipidos, observado na peroxidacdo lipidica (Basrani &
Haapasalo, 2012).

Como irrigante endodéntico, o hipoclorito é utilizado em concentraces que variam entre
0,5% e 6%, existindo controvérsia quanto a concentracao ideal. Alguns estudos in vitro
tém demonstrado que o hipoclorito de sdédio em concentracbes mais elevadas é mais
eficaz contra o Enterococcus faecalis e a Candida albicans. Em contraste, os estudos
clinicos indicaram que tanto as altas como as baixas concentracfes sdo igualmente
eficazes na reducdo de bactérias dos canais radiculares. O hipoclorito de sodio, em
concentracdes mais elevadas, apresenta uma melhor capacidade de dissolucdo de tecidos,
mas mesmo em concentracbes mais baixas, quando utilizado em grandes volumes pode
ser igualmente eficaz. Como as concentracGes de hipoclorito de sédio mais elevadas sdo
mais toxicas do que as concentracdes mais baixas, € recomendada a utilizacdo de
concentragdes mais baixas, em maior volume e em intervalos mais curtos de tempo para

compensar as limitagdes das baixas concentracfes (Basrani & Haapasalo, 2012).

Para aumentar a eficacia deste irrigante na dissolu¢do do tecido orgénico, Basrani &
Haapasalo, 2012 sugerem que se deve aumentar o pH ou a temperatura da solugéo,

utilizar a ativagdo com ultrassons ou prolongar o tempo de trabalho.
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4.3.2 Clorhexidina (CHX)

A clorhexidina (CHX) foi desenvolvida ha mais de 50 anos em Inglaterra como um
creme antisséptico. Desde 1957 que tem sido utilizado como desinfetante de uso
generalizado, bem como para infecGes da pele, olhos e garganta, tanto em humanos como
em animais. E uma poliguanida, formada por dois anéis simétricos de 4-clorofenil e dois
grupos biguanida unidos por uma cadeia central de hexametileno (Mohammadi & Abbott,
2009).

E considerada um agente antimicrobiano de largo espetro, ativo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, e leveduras. Além de ser uma molécula hidrofébica e
lipofilica, dada a sua natureza catiénica, a CHX é capaz de se ligar eletrostaticamente a
superficies anidnicas das bactérias, provocando danos e desorganizacdo das camadas
externas da parede celular, tornando-a permeével. De acordo com a sua concentracdo a
CHX pode ter tanto efeitos bacteriostaticos como bactericidas (C. S. Wang, Arnold,
Trope, & Teixeira, 2007).

Em altas concentracfes, esta é bactericida pois atua como detergente e danifica a
membrana celular, causando a precipitacdo do citoplasma. Em baixas concentracdes, é
bacteriostatica, fazendo com que as substancias de baixo peso molecular, como o potassio
e o fosforo, saiam da célula, sem esta ser irreversivelmente danificada, ou também pode
afetar o metabolismo bacteriano tal como parar a atividade do transporte de glucidos e

inibir a producéo de acido em algumas bactérias (C. S. Wang et al., 2007).

A CHX tem a capacidade de se ligar reversivelmente a proteinas tais como a albumina,
que esta presente no soro, na saliva, e em peliculas sobre as superficies dos dentes,
também se consegue ligar a glicoproteinas salivares, a membranas mucosas € mesmo a
hidroxiapatite dos dentes. Esta reacdo reversivel de absorcdo e libertacdo de CHX leva a
uma atividade antimicrobiana e é referida como "substantividade”, mas é um efeito
dependente da concentragcdo. Em baixas concentragdes (de 0,005% a 0,01%), forma-se na
superficie do dente uma camada estavel de CHX, o que pode alterar as propriedades
fisico-quimicas da superficie, podendo prevenir ou reduzir a colonizacdo bacteriana. Em
concentracdes mais elevadas (> 0,02%), sdo formadas varias camadas de CHX sobre a
superficie, proporcionando uma espécie de reservatorio de CHX, que vai libertando este
composto quando a sua concentracdo no ambiente circundante diminui (Basrani &
Haapasalo, 2012).
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A substantividade antibacteriana de trés solu¢gdes com concentracdes diferentes de CHX
(0,2%; 2%; e 4%), ap6s 5 minutos de aplicacdo foi avaliada por Mohammadi e Abbott.
Os resultados revelaram uma relagdo direta entre a concentracdo de CHX e a sua
substantividade, e que a sua atividade antimicrobiana residual permanece no sistema de

canais radiculares até 12 semanas (Basrani & Haapasalo, 2012).

Normalmente é utilizada em concentracfes que variam entre os 0,12% e o0s 2%,
apresentando com estas concentracdes pouca toxicidade, quer local, quer sistémica. Tem
sido aplicada na medicina dentéaria na prevencdo de caries, em ortodontia, na prevencao
da formacdo de placa bacteriana e de gengivite, principalmente em idosos, em pacientes
com dificuldades cognitivas ou motoras e em pacientes imunocomprometidos. Também
esta indicada como desinfetante de prdteses em pacientes suscetiveis a candidiase oral, e
pode ser aplicada na cirurgia para prevenir infecdes alveolares, assim como na

periodontologia (Basrani & Haapasalo, 2012).

Em endodontia, a CHX tem vindo a ser estudada como irrigante e como medicamento
intracanalar, tanto em testes in vivo como in vitro. De acordo com o estudo de Linsdskog,
Pierce e Blomlof, citados por Basrani & Haapasalo, 2012 uma concentracdo de 2% de
CHX foi muito eficaz na eliminagdo de um biofilme de Enterococcus faecalis. Em canais
radiculares infetados, reduz as bactérias de forma tdo eficaz como o hidréxido de calcio,
quando aplicada durante 1 semana. Ao contrario do hidroxido de calcio, a substantividade
da CHX potencia a prevencdo da colonizacdo bacteriana nas paredes de dentina dos
canais radiculares, por periodos prolongados de tempo. Este efeito depende da
concentracdo de CHX, mas ndo do seu modo de aplicacdo, que pode ser em liquido sob a

forma de digluconato de clorhexidina, gel ou em dispositivos de libertacdo controlada.

A CHX apresenta entdo como principais caracteristicas:

e O facto de ter um largo espetro de atividade contra bacterias Gram-positivas e
Gram-negativas e efeito antifingico especialmente contra a Candida albicans
(Mohammadi & Abbott, 2009);

e Possui um efeito contra os biofilmes microbianos ligeiramente inferior quando
comparado com o hipoclorito de sédio (Gatewood, 2007);

e Apresenta uma substantividade até 12 semanas (Hulsmann, 2013);

e Apresenta uma biocompatibilidade aceitavel (Mohammadi & Abbott, 2009);
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e Pode ter o seu efeito reduzido ou inibido pela dentina e seus componentes,
microrganismos e exsudado inflamatorio do canal radicular (Haapasalo, Endal,
Zandi, & Coil, 2005);

e Na&o possui a capacidade de dissolver a matéria organica, nem inorganica, sendo
esta uma das principais desvantagens (Hulsmann, 2013);

e A irrigacdo/ medicacdo com CHX pode atrasar a contaminacdo de dentes
endodonciados através da restauracdo coronal e vai diminuir a contaminagao

através do fordmen apical (Basrani & Haapasalo, 2012);

Zehnder, 2006 sugere que antes da obturacéo, a dentina deve ser irrigada com hipoclorito
de sodio para dissolver a matéria organica, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para
eliminar a smear layer, e irrigacdo com CHX para potenciar o efeito antimicrobiano e
conferir substantividade. Quando a CHX e o hipoclorito se misturam, d&-se uma reacdo
acido-base e forma-se um precipitado neutro e insoltvel, de cor alaranjada, constituido
essencialmente por para-cloroanilina, que aumenta proporcionalmente com a
concentracdo de hipoclorito de sddio utilizada. Este precipitado, além de poder interferir
com o selamento da obturacdo, é toxico para 0s humanos, mesmo em curtos periodos de
exposicao, causando cianose, que é uma manifestacdo da formacdo da metahemoglobina.
Uma solucdo para evitar a formacao deste precipitado é a secagem do canal com pontas

de papel, antes da irrigacdo com CHX.
4.3.3. Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

O écido etilenodiaminotetracético, mais conhecido como EDTA, faz parte dos agentes
descalcificantes, uma vez que pode atuar como quelante de ides calcio e ferro, e remover
a parte inorganica da smear layer ap06s a irrigacdo com hipoclorito de soédio (que tem
efeito proteolitico e remove a parte organica). Também serve de lubrificante a
instrumentacdo e ajuda na eliminagcdo de microrganismos dos canais radiculares quando
combinado com outros irrigantes, aumentando o espetro de agdo destes, uma vez que
sozinho n&o possui atividade antibacteriana. E capaz de desmineralizar 20-50 um dentina,
e apresenta baixa toxicidade (Cord et al., 2014; Haapasalo et al., 2005).

Normalmente é utilizado em concentracdes de 17% e, apesar de o &cido citrico
aparentemente ser mais potente que o EDTA em menores concentragfes, ambos séo

eficazes na remocéo da smear layer (Haapasalo et al., 2005).
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A solucdo irrigante mais utilizada € o hipoclorito de sodio, que apesar de ter bastantes
caracteristicas positivas, por si sé ndo é suficiente para assegurar a completa limpeza de
detritos orgénicos e inorganicos, nem de biofilmes presentes nos canais. Para uma
irrigacdo mais eficaz, devera ser utilizada uma combinacdo de irrigantes, sendo o
hipoclorito de sddio e o0 EDTA a combinacdo mais recomendada de acordo com
(Haapasalo et al., 2013).

O médico dentista devera estar ciente das interacbes que podem existir entre varios
compostos quimicos presentes nos irrigantes e que podem alterar as suas capacidades de
acao, ou até mesmo levar a formacao de compostos nocivos ao paciente. Deste modo, a
utilizacdo de um protocolo de irrigacdo correto, de modo a que os irrigantes consigam

libertar o seu potencial, é imperativo para o sucesso do tratamento endodéntico.
4.3.4. Medicacéo intracanalar

Como as bactérias residuais podem afetar negativamente o resultado do tratamento
endododntico, recomenda-se a utilizacdo de medicacdo intracanalar entre sessfes para
complementar os efeitos antibacterianos dos procedimentos quimico-mecanicos e
eliminar as bactérias persistentes, embora alguns possam ser inativados pela dentina,

fluidos e matéria organica que ainda esteja presente (Siqueira Jr & Récas, 2008).

De acordo com Ferreira et al., as medicaces intracanalares sdo eficazes a reduzir
endotoxinas e apresentam propriedades anti-inflamatérias. Apesar de ndo garantir a
completa erradicacdo dos microrganismos, estes compostos podem interferir com a
patogenicidade de microrganismos e ajudar a reduzir a carga bacteriana a niveis que
podem ser tolerados pelos tecidos periapicais, contribuindo assim para o sucesso do

tratamento endoddntico (Ferreira et al., 2015).

O hidroxido de célcio é o medicamento intracanalar mais utilizado devido a sua
capacidade antimicrobiana, gracas a dissociacdo em ides hidroxilo e célcio, que provoca
uma alcalinizagdo do pH no meio em que se encontra, tendo a intengdo de destruir as
membranas citoplasmaticas bacterianas, e a sua eficacia para dissolver tecidos e induzir a
mineralizacdo (Ferreira et al., 2015). No entanto, algumas espécies microbianas, como o
Enterococcus faecalis e a Candida albicans podem apresentar resisténcia ao hidréxido de
calcio (Siqueira Jr & Rocas, 2008).
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Devido a sua substantividade e capacidade antimicrobiana, Hiraishi, Yiu, King, & Tay,
2009 argumentam que a utilizacdo de gel de CHX a uma concentragdo de 2% é mais
eficaz do que o hidroxido de célcio como medicamento intracanalar, relativamente ao
Enterococcus faecalis. No entanto, a atividade antimicrobiana de ambos o0s
medicamentos diminuiu substancialmente apds 72 horas. Num estudo semelhante,
Neelakantan, Sanjeev, & Subbarao, 2007 também obtiveram exatamente as mesmas
conclusdes em relacdo ao resultado do gel de CHX com uma concentragdo a 2%, sendo
mais eficaz do que o hidrdéxido de célcio contra Enterococcus faecalis, Candida albicans,
Porphyromonas gingivalis, e Prevotella intermedia, mesmo ap6s 72 horas, contra as 48
horas do hidroxido de célcio, que mesmo antes desse tempo ndo foi eficaz contra todas as

espécies.
4.4. Obturacao

Idealmente ap0s a irrigacdo, os canais devem estar livres de detritos, microrganismos e
smear layer. Regra geral, 40% a 60% dos canais radiculares ainda apresentam bactérias
cultivaveis apds o procedimento quimico-mecanico, utilizando o hipoclorito de sédio (C.
S. Wang et al., 2007). Além disto, Tennert et al., 2014 chamam a atenc¢éo para o facto de
que 0s microrganismos podem ainda entrar no sistema de canais durante o tratamento por
contaminacdo de algum instrumento ou material utilizado ap6s a irrigacdo final, ou

durante o processo de obturacéo.

Vaérios estudos indicam que o prognostico da periodontite apical ap6s o tratamento
endodbntico é muito pior se estiverem presentes microrganismos viaveis no interior dos
canais radiculares, antes da obturagcdo (Haapasalo et al., 2005). Wang et al., 2007 citando
Sjogren et al, afirma que em 94% de dentes com periodontite apical que apresentavam
uma cultura negativa apds a instrumentacao, existiu cura dessa lesao periapical e, no caso
de apresentarem uma cultura positiva, ou seja, com um nudmero cultivavel de

microrganismos, em apenas 68% dos casos existiu cura da lesdo periapical.

Mas ndo s6 com o0s canais nos devemos preocupar para garantir um canal esterilizado
antes da obturacdo. Zhang et al., 2015, citando Vidana et al., referem que a desinfecdo
dos materiais de obturacdo pode ser um passo critico no que toca a prevenir a
contaminagdo dos canais por Enterococcus faecalis. Reportam que 19,4% dos cones de
gutta-percha retirados de uma embalagem continham bactérias a superficie, pelo que

recomendam uma desinfecéo dos cones com hipoclorito de sodio a 5,25% ou CHX a 2%.
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A prevencédo de uma reinfecdo devera ser a meta dos materiais de obturacdo. Existem trés
propriedades principais nos materiais endodonticos: a capacidade de selamento contra o
crescimento de bactérias provenientes da cavidade oral: o aprisionamento dos
microrganismos restantes no canal, e a obturacdo completa ao nivel microscopico para
prevenir que os fluidos estagnados no interior dos canais se acumulem e sirvam de
nutrientes a quaisquer bactérias (Drstavik, 2005), além da atividade antimicrobiana e da
biocompatibilidade (Lucas, 2015). Além disso, os materiais devem ter também
propriedades de manuseamento que permitam uma correta aplicacdo no canal radicular,

sem descurar as trés anteriores (drstavik, 2014).

Deve ser tido em consideracdo que mesmo com uma técnica de obturacdo bem executada,
as bactérias que se mantém na porcédo apical do canal radicular, nos deltas apicais e em
canais laterais, podem ter acesso aos tecidos periradiculares e ter assim uma fonte de

nutrientes que lhes permita manter a infecéo (Siqueira Jr & Rocas, 2008).

A obturagdo endodontica tradicional consiste na aplicagcdo de um cimento endodéntico e
um material central. Este nacleo central funciona como um pistdo sobre o cimento, que
devera ter alguma fluidez, de modo a que este se espalhe ao longo do canal radicular e

preencha os espacos vazios e se una as paredes dentinarias (drstavik, 2005).

Segundo Silveira, Soares, Nunes, & Mordente, 2007, os principais indicadores de uma
obturacdo de exceléncia sao:

e Uma conicidade progressiva e linear em diregéo apico-cervical ;

e Densidade homogénea na totalidade da sua extensao ;

¢ Nivel apical ligeiramente antes do apice radiogréafico ;

e Interligacdo entre os materiais de obturacdo (forcas coesivas), e a estrutura

radicular (forcas adesivas)
4.4.1. Materiais centrais de obturacéo
4.4.1.1. Gutta-Percha

A gutta-percha provém da arvore Sapotaceae, pode ter duas fases, a alfa ou a beta, com
diferentes comportamentos fisico-quimicos. A fase alfa encontra-se presente na natureza,
e é mais fluida que a beta; a beta é refinada, sendo a predominantemente utilizada em
endodontia. Na forma final, os cones de gutta-percha consistem em 20% de gutta-percha,

e até 75% de 6xido de zinco, além de pigmentos para conferir radiopacidade, ceras e
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resinas. A gutta-percha por si sO ndo consegue aderir ao canal, nem sela-lo
hermeticamente, sendo necessario o cimento endoddntico para fazer a ponte entre a gutta-
percha e o dente. E o material de eleigdo, pois pode ser utilizada em varias técnicas de
obturacdo, desde a condensacdo lateral a vertical (Gatewood, 2007).

Alguns fabricantes adicionam aos cones de gutta-percha hidréxido de calcio, CHX e
iodoférmio para Ihe conferir algumas propriedades desinfetantes. Este tem sido o Unico
material obturador que permanece dominante nas varias técnicas ao longo dos anos.
Apenas mais recentemente é que as suas caracteristicas tém vindo a ser desafiadas por

novos materiais sintéticos aplicados na obturagdo dos canais radiculares (@rstavik, 2005).
4.4.1.2. Pontas de prata

As pontas de prata, sdo flexiveis e rigidas, apresentando a vantagem de ndo deformar e
ser aplicadas em canais estreitos. Ndo dispensam a utilizacdo de cimento, e podem ser
complementadas com mais pontas de prata ou mesmo cones de gutta-percha acessorios
com a técnica de condensacédo lateral. Foram relatados casos com sinais e sintomas de
periodontite apical associada aquando da obturacdo com este material. A corrosdo das
pontas de prata provoca a libertacdo de produtos tdxicos do metal, sendo a causa de
muitas reacdes inflamatdrias, e o facto de estarem muitas vezes associadas a dentes com
infecdo pos-tratamento, questiona a sua capacidade de selamento (@rstavik, 2005). A
Associacdo Americana de Endodontistas recomendou em 2011 a descontinuacdo deste
material por causa da corrosdo na presenca de sangue e fluidos tecidulares; pigmentacéo
do dente e estruturas adjacentes; incapacidade de realizar postes e nlcleos apds este tipo
de obturacdo e; dificuldade de remog&o em caso de cirurgia apical.

4.4.1.3. Materiais a base de resina

Sé com a recente introdugdo da tecnologia que traz a adesao a dentina, através dos cones
de Resilon™ ¢ que se pode dizer que existe uma alternativa clinicamente viavel a gutta-
percha. O Resilon™ ¢ um material termopléastico composto por polimeros de poliéster
com vidro bioativo, e sais de bario na sua composicdo. E apresentado com um cone
principal e varios secundarios para a técnica de condensacdo lateral, e como pastilhas
para a condensacéo vertical termoplastica. Com caracteristicas fisicas e de manuseamento
similares a gutta-percha, a principal vantagem desta resina termoplastica como material
central de obturagdo ¢ que se vai fundir com o cimento especifico, o Epiphany™, um

cimento resinoso de dupla polimerizacao, criando um “monobloco” que se une as paredes
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de dentina. Tal como outro sistema adesivo a dentina, deve-se fazer o ataque &cido e

aplicacdo de primer, para conseguir uma adesdo quimica (Gatewood, 2007).
4.4.2. Cimentos endoddnticos

Os cimentos endodonticos sdo utilizados na obturagdo dos canais radiculares para
conseguir uma vedacgdo estanque e hermética ao longo do canal, incluindo o fordmen
apical e todas as irregularidades e espacos vazios entre a parede dentinaria e 0 material
central de obturacdo, bem como canais laterais e anastomoses. Portanto, 0s cimentos
ajudam a: prevenir fugas de fluidos, reduzir a possibilidade de as bactérias presentes no
canal invadirem os tecidos periapicais e, resolver a lesdo periapical (Shen, Peng, Yang,
Ma, & Haapasalo, 2015).

De acordo com Tyagi, Mishra, & Tyagi, 2013; Z. Wang, Shen, & Haapasalo, 2014, os
cimentos podem ser divididos de acordo com a sua composicao, em:

e Cimentos de 6xido de zinco eugenol

e Cimentos de hidroxido de célcio

e Cimentos a base de resina epoxi-amina

e Cimentos a base de resina de metacrilato

e Cimentos a base de silicone

e Cimentos a base agregado triéxido mineral (MTA)

e Cimentos a base de iondmero de vidro

e Cimentos a base de célcio-fosfato

e Cimentos bioceramicos a base de silicato-calcio-fosfato

Segundo Silveira et al., 2007, os cimentos endodénticos que tém como base o 6xido de
zinco eugenol, o iondmero de vidro ou o hidroxido de célcio demonstraram uma unido
reduzida com a dentina e com a gutta-percha. Por outro lado, os cimentos com bases

resinosas demonstraram uma maior unido com a gutta-percha e com a dentina radicular.
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4.4.2.1. Propriedades de um cimento obturador de canais ideal

Segundo Schilder, 2006, Grossman elaborou uma lista de 11 critérios (tabela 2) com as

propriedades ideais dos cimentos endodonticos.

Tabela 2. Requisitos de um cimento endoddntico ideal. Adaptado de (Schilder, 2006)

O cimento devera ser viscoso quando misturado, de modo a promover uma hoa adeséo,
quando solidificar, entre si e a parede do canal radicular.

Devera proporcionar um selamento hermético.

Devera ser radiopaco, para ser observado radiograficamente.

As particulas do po6 deverdo ser finas para que se possam misturar facilmente com o liquido
do cimento.

N&o devera contrair apos solidificar.

N&o devera pigmentar a estrutura dentéria.

Devera ser bacteriostatico ou pelo menos ndo permitir o crescimento bacteriano.

Devera tomar presa lentamente.

Deverd ser insoluvel quando em contacto com fluidos tecidulares.

Deverd ser tolerado pelos tecidos, ou seja, ndo deverd irritar os tecidos periapicais.

Devera ser soltvel com solventes comuns, para ser removido do canal radicular se necessario.

4.4.2.2. Cimento endodontico Ah Plus®

O cimento endoddntico AH Plus® (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Alemanha) é um
cimento a base de resina epdxi-amina, que tem vindo a ser utilizado em varios estudos
comparativos para avaliar as propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e antimicrobianas
(Resende et al., 2009).

De acordo com o fabricante, é o sucessor do AH 26® (Dentsply DeTrey GmbH,
Konstanz, Alemanha), com as caracteristicas de baixa solubilidade, alta radiopacidade,
baixa contracdo, alguma capacidade antimicrobiana, boa capacidade de selamento e
adesdo a dentina e boa biocompatibilidade. Apresenta as vantagens de ndo libertar
formaldeido, um composto téxico, e de ndo provocar a descoloragdo dentéria.

E apresentado comercialmente sob a forma pasta-pasta com 2 bisnagas, ou em Jet, com a

mesma composicdo, mas tendo uma seringa com uma ponta de auto-mistura.
4.4.2.3. Cimento endodontico MTA Fillapex®

O agregado triéxido mineral (MTA) € um biomaterial que tem sido investigado na area
da endodontia desde 1990. Foi primeiro desenvolvido para tratar perfuragdes radiculares
e para obturacdo de 1/3 apical. Actualmente € utilizado em tratamentos pulpares,

reparacOes de reabsorcdo radicular e procedimentos de apexificacdo, sendo amplamente
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aceite pela sua biocompatibilidade e capacidade de selamento. No entanto, algumas
propriedades fisicas impedem-no de ser utilizado como cimento endoddntico para
obturagdo convencional. A necessidade de um material biocompativel e que induza a
formacéo de tecido mineralizado, com uma boa taxa de fluidez e boa manipulacéo, deu
origem ao desenvolvimento de cimentos endodénticos a base de MTA (Morgental et al.,
2011).

O cimento endodéntico MTA Fillapex® (Angelus, Londrina, Brasil), foi criado no ano de
2010 na tentativa de combinar as propriedades fisico-quimicas de um cimento a base de
resina, com as propriedades bioldgicas do MTA, que apresenta uma matriz de silicato de
calcio. Apresenta alta solubilidade, pH e libertacdo de ides célcio. Estas propriedades
podem ser benéficas para a atividade antimicrobiana deste cimento (Z. Wang et al.,
2014).

De acordo com o fabricante, 0 MTA Fillapex apresenta as seguintes vantagens: formacao
de novo tecido, incluindo cemento, gracas a incorporacdo de MTA; boa
biocompatibilidade; alta radiopacidade; boa fluidez para obturar os canais laterais; um
tempo de trabalho adequado; expansdo de presa para impedir a penetracdo de fluidos
tecidulares e/ou recontaminacao bacteriana; libertacdo de iGes de calcio para regeneracao
de tecidos em zonas onde ha lesdo dssea e atividade microbiana; acdo antimicrobiana

devido a alcalinidade; e é facil de utilizar e de remover caso necessario.

E apresentado comercialmente sob a forma pasta-pasta com 2 bisnagas, ou em seringa

com uma ponta de auto-mistura, com a mesma composicao.
4.4.3. Incorporacao de antimicrobianos nos cimentos endoddnticos

A utilizacdo de cimentos endodbnticos com atividade antibacteriana € considerada
benéfica na batalha para reduzir o nimero de microrganismos persistentes no canal apos a
instrumentacdo e irrigagdo ou mesmo erradicar completamente a infe¢cdo. Os
componentes antimicrobianos dos cimentos s&o libertados da sua matriz para os tubulos
dentinarios, mas no entanto, com o passar do tempo, 0s cimentos podem desintegrar-se e
consequentemente comprometer a interface cimento-dentina e causar a infiltragédo de
microrganismos (Barros, Silva, Rocas, et al., 2014; Del Carpio-Perochena, Kishen,
Shrestha, & Monteiro Bramante, 2015; Shen et al., 2015).
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Os cimentos endodonticos sdo entdo conhecidos por ter uma atividade antibacteriana
inerente, dependendo da sua composi¢do quimica, mas que é transitoria e raramente se
estende além de 7 dias. Tal periodo pode ser suficiente em certas circunstancias, mas a
evidéncia clinica é de que ndo é suficiente no caso de infecbes persistentes quando se
utilizam os cimentos endodonticos atualmente disponiveis. Até ao momento, ja comecam
a ser feitos estudos no sentido de avaliar a atividade antimicrobiana de diferentes
cimentos endodonticos (Gjorgievska, Apostolska, Dimkov, Nicholson, & Kaftandzieva,
2013).

Para aumentar a atividade antimicrobiana dos materiais de obturacdo, alguns agentes de
largo espetro antimicrobiano, tais como o digluconato de clorhexidina a 2% e a cetrimida
a 0,2%, que j& sdo utilizados como irrigantes, tém vindo a ser incorporados nestes e
demonstrado bons resultados, sem alterar significativamente as propriedades fisicas dos

mesmos (Ruiz-Linares, Bailon-Sanchez, Baca, Valderrama, & Ferrer-Luque, 2013).

Hoelscher et al., 2006 incorporaram antibidticos (amoxicilina, penicilina, clindamicina,
metronidazol e doxiciclina) a um cimento de 6xido de zinco eugenol Pulp Canal Sealer
EWT®, e testaram as zonas de inibicdo contra o Enterococcus faecalis. Todos os
antibidticos melhoraram a performance antimicrobiana do cimento, & excegdo do
metronidazol, onde ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre a

incorporacdo ou ndo do metronidazol.

Outros estudos tentaram aprimorar as propriedades antibiofilmes do MTA, acrescentando
CHX. Uma mistura de MTA e 0,12% CHX apresentou maior atividade antimicrobiana
contra 7 microrganismos diferentes, num teste de difusdo em agar, quando comparada
com a tradicional mistura de MTA e agua (Stowe, Sedgley, Stowe, & Fenno, 2004), e
(Holt, Watts, Beeson, Kirkpatrick, & Rutledge, 2007) com MTA branco e MTA cinzento
juntando 2% de CHX, também verificou o aumento das propriedades antibacterianas

frente ao Enterococcus faecalis, através do teste de difusdo em agar.

As propriedades antimicrobianas sdo desejaveis nos cimentos, uma vez que € muito
provavel que estes se encontrem em contacto direto com microrganismos que
permanecam nos tubulos dentindrios ou em zonas nao desbridadas do canal. A forma de
controlar a infecdo estd subjacente ndo apenas pela remocgdo dos microrganismos do
sistema de canais, mas também do impedimento da reinfeccdo, o que é conseguido

através de uma boa obturacdo. Teoricamente, € possivel melhorar as propriedades
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antimicrobianas dos materiais, adicionando agentes antimicrobianos. No caso de infe¢des
residuais persistentes e infiltracGes coronarias, o uso de cimentos antimicrobianos seria
desejavel, de modo a aumentar a taxa de sucesso do tratamento endodéntico (Gjorgievska
etal., 2013).

4.4.4 Técnicas de obturacéo

As técnicas de obturacdo podem ser divididas em obturacdo a quente ou a frio. Embora,
exista um grande numero de materiais obturadores e técnicas de obturacdo, a combinacao
de gutta-percha e um cimento € o gold standard na pratica clinica. No entanto, ndo existe
nenhum método geralmente aceite para a colocacdo de gutta-percha no interior do canal.
Para este efeito existem 4 técnicas basicas: (1) a compactacao de gutta-percha a frio; (2) a
compactacdo de gutta-percha aquecida no canal e, em seguida, condensada a frio; (3) a
compactacao de gutta-percha que foi termoplastificada fora do canal e injetada no sistema
canalar e, em seguida condensada a frio; e (4) a condensacdo de gutta-percha colocada no
canal e aquecida por meios mecéanicos. Existem muitas variacdes destas 4 tecnicas, e a
condensacdo lateral a frio € a técnica mais ensinada e a que mais vezes serve de
comparacao (Ylcel & Ciftci, 2006).

A técnica de condensacdo lateral a frio é a mais utilizada na Clinica Dentaria Egas
Moniz. De acordo com Schilder, 2006 esta técnica consiste na escolha de um cone
principal de gutta-percha, que coincida o mais proximo possivel com a conicidade e
comprimento do canal radicular, confirmado radiograficamente. Este cone principal é
entdo coberto com cimento e colocado em posicdo no canal radicular seco, sendo
pressionado lateralmente contra uma parede do canal, com a ajuda de um condensador
digital, e depois uma série de cones de gutta-percha com menor conicidade s&o

acrescentados da mesma forma, até se obter o maximo de selamento possivel.
4.5. Restauracao definitiva

A restauracdo definitiva de um dente obturado surge como a etapa final do tratamento
endodéntico e desempenha um papel fundamental no progndstico do mesmo.
Independentemente da técnica de obturacdo utilizada nos canais radiculares, a micro-
infiltracdo pode ocorrer em pouco tempo em canais aparentemente bem obturados, e num
curto espaco de tempo, podendo causar infecdo periapical. O selamento coronario € um

requisito fulcral para evitar a micro-infiltragio microbiana. “O selamento coronario
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exerce um papel importante na manutencdo do selamento apical e possui um impacto

significativo no sucesso a longo prazo.” (Johnson & Kaulild, 2011).

Yicel & Ciftgi, 2006 citando Torabinejad, referem que quando ocorre a perda do
selamento coronério, e o canal obturado fica exposto a flora oral, ha uma via para a
recontaminacdo bacteriana da zona periapical de dentes com tratamento endodontico,
levando ao fracasso do tratamento. O adiar de uma restauracdo permanente, uma fratura
da restauragdo corondria e/ou do dente, uma espessura inadequada da restauracdo
provisoria, ou a colocacdo de um poste no canal radicular deixando pouco material de
obturacdo, sdo potenciais riscos de recontaminacdo em dentes obturados. A
microinfiltracdo coronaria pode ser a principal causa de insucesso endoddntico nédo

cirdrgico.

Estudos direcionados a microinfiltracdo indicam que o selamento coronario pode ser
aprimorado através da aplicacdo de materiais restauradores diretamente sobre o orificio
do canal, e pela execucdo de uma restauracdo definitiva o mais breve quanto possivel.
Um método eficiente para combater esta problematica consiste no revestimento do chéo
da camara pulpar com material adesivo, ap6s a remocdo de gutta-percha e cimento
préximos ao orificio de entrada do canal. Isto resulta na formagdo de uma camada hibrida
com microparticulas de resina no interior dos tubulos dentinarios presentes no fundo da
camara pulpar. Um iondmero de vidro modificado por resina é entdo aplicado numa fina
camada com 1 milimetro de espessura e fotopolimerizado. Estudos concluem que este
procedimento impedia a micro-infiltracdo coronal em todas as amostras por um periodo
de 60 dias (Johnson & Kulild, 2011).

5. Importancia do estudo

Um dos principais objetivos do tratamento endodbntico é a eliminagdo de
microrganismos do sistema de canais radiculares. Tal é conseguido através da preparacao
quimico-mecénica do sistema de canais radiculares e da eventual utilizacdo de medicagdo
intracanalar entre consultas. No entanto, o tratamento vai reduzir mas ndo eliminar
completamente a infe¢do canalar.

Assim, a obturagéo deve selar as bactérias remanescentes dentro dos tubulos dentinarios e
prevenir a reinfecdo. Uma possibilidade terapéutica para melhorar o resultado do
tratamento endodoéntico é a utilizagdo de cimentos endoddnticos com propriedades

antimicrobianas, e se possivel aumenta-las com a incorporagéo de CHX.
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Até a data, ndo foram publicados trabalhos nos quais se incorporou clorhexidina a uma
concentracdo de 3% para aumentar a capacidade antimicrobiana de cimentos
endodonticos. Baseado no exposto anteriormente estabelecemos 0s objetivos deste

trabalho de investigacdo, que passamos a descrever de seguida.
6. Objetivos do trabalho
6.1. Objetivos gerais

Avaliar a capacidade antimicrobiana de dois cimentos endoddnticos com e sem a

incorporacdo de digluconato de clorhexidina, sobre dois microrganismos.
6.2. Objetivos especificos

6.2.1 Medir a absorvancia em nanometros, mediante o teste de contacto direto, da
capacidade antimicrobiana dos cimentos endoddnticos AH Plus e MTA Fillapex, com e
sem a incorporacdo de digluconato de clorhexidina a 2% e 3%, organizados pelos grupos
que expomos a seguir:

Grupo 1: Cimento AH Plus

Grupo 2: Cimento AH Plus + digluconato de clorhexidina 2%

Grupo 3: Cimento AH Plus + digluconato de clorhexidina 3%

Grupo 4: Cimento MTA Fillapex

Grupo 5: Cimento MTA Fillapex + digluconato de clorhexidina 2%

Grupo 6: Cimento MTA Fillapex + digluconato de clorhexidina 3%

6.2.2. Medir a capacidade antimicrobiana de cada grupo frente aos microrganismos

Candida albicans e Enterococcus faecalis.

6.2.3. Medir a capacidade antimicrobiana de cada grupo, com os cimentos envelhecidos
nos quatro periodos de tempo seguintes:

Fresco

24 Horas

72 Horas

168 Horas
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6.2.4 Medir a capacidade antimicrobiana de cada grupo nos seguintes tempos de contacto,

de acordo com cada microrganismo:

6.2.4.1 Candida albicans
0 Horas

6 Horas

10 Horas

30 Horas

6.2.4.2 Enterococcus faecalis
0 Horas

2,5 Horas

5 Horas

10 Horas

6.2.5 Comparar os resultados obtidos
7. Hipoteses do trabalho
Hipdtese Nula (HO):

- N&o ha diferenca da capacidade antimicrobiana nos materiais testados.

Hipotese Alternativa (H1):

- Ha diferenca da capacidade antimicrobiana nos materiais testados.
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Il — Materiais e Métodos
1. Fontes bibliograficas

A revisdo da literatura cientifica utilizada nesta tese foi obtida através da consulta de
fontes primérias e secundérias, pesquisadas nas bases de dados PUBMED, no Science
Direct e no B-on para pesquisar publicagdes, usando uma combinagdo dos termos “AH
Plus”; “antimicrobial capacity”; “chlorhexidine”; “MTA Fillapex”. A pesquisa realizou-
se com um limite temporal de 10 anos com limite linguistico para a lingua inglesa,
portuguesa e espanhola. Os artigos foram selecionados de acordo com os critérios de
relevancia do tema. Rejeitaram-se 0s artigos ndo relacionados com o tema e aqueles sem
resumo em inglés. Foi também utilizado o livro “Cohen Caminhos da Polpa”. A partir do

material encontrado utilizaram-se outras fontes citadas como artigos relacionados.
2. Considerac0es éticas

Este estudo foi submetido & Comissdo de Etica da Cooperativa de Ensino Superior Egas

Moniz, tendo sido aprovado. O documento encontra-se anexado.
3. Local do estudo

Este trabalho de investigacdo realizou-se no departamento de Medicina Dentéria
Conservadora com a colaboracédo do laboratério de microbiologia do Instituto Superior de

Ciéncias da Saude Egas Moniz.
4. Lista de materiais utilizados, por ordem alfabética

- Agitador de placas Certomat® MO II (B. Braun Biotech International, Goettingen,
Alemanha)

« Ansas estéreis (Artiglass, Due Carrare, Italia)

» Balanga Precisa 125A (Precisa Gravimetrics, Dietikon, Suiga)

« Cémara de fluxo laminar DanLaf VFRS106 (Claus Damm, Humlebaek,
Dinamarca)

- Camara fotogréfica Carl Zeiss Nokia® Lumia 920 (Nokia, Espoo, Finlandia)

« Cimento endodontico AH Plus Jet® (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz,
Alemanha)

« Cimento endoddntico MTA Fillapex® (Angelus, Londrina, Brasil)

« Espatula de cimento (Asa Dental, Lucca, Italia)
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» Espatula Heidemann de composito (Asa Dental, Lucca, Italia)

« Densimetro Densimat " (BioMérieux, Lyon, Franca)

» Digluconato de clorhexidina (C22H30Ci2N19.2 CeH1207) 20% (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha)

« Estufa BE500 (Memmert GmbH + CO, Schwabach W, Alemanha)

» Folhas de papel encerado para espatulacdo de cimentos (Dentsply DeTrey GmbH,
Konstanz, Alemanha)

« Meio de cultura Brain Heart Infusion Broth (BHI) (VWR Chemicals, Leuven,
Bélgica)

* Micropipetas Biopette™ p10, p100 e p1000 (Labnet, Edison, New Jersey, EUA)

* Microplacas de poliestireno com 96 pocos, estéreis (Deltalab, Barcelona,
Espanha)
« Microrganismo Candida albicans (ATCC® 10231™ American Type Culture
Collection, Manassas, EUA)
«  Microrganismo Enterococcus faecalis (ATCC® 29212™ American Type Culture
Collection, Manassas, EUA)
«  Microscépio Leica® ATC 2000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)
« Oleo de imersdo para miscroscopio (Panreac, Barcelona, Espanha)
» Placa de petri com meio Sabouraud Glucose Gentamicina Cloranfenicol (Oxoid,
Perth, Inglaterra)
» Placa de petri com meio Trypticase Soy Agar (TSA) (VWR Chemicals, Leuven,
Bélgica)
» Programa Microsoft Excell 2007 (Microsoft Corporation, Washington, EUA)
- Programa Statistical Package for the Social Sciences, SPSS® versdo 23 para
Windows (IBM Corporation, Nova lorque, EUA)
» Solucdo tampao fosfato salino (PBS) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
» Teste de coloracdo Azul de Lactofenol (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
oComposicao:
=Glicerol: C3HgO3
»Acido Latico: CsHgO3
=Fenol: CgHgO
»Azul de algodao: Cz;H27N30¢S3Na;,
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» Teste de coloracdo Gram:
o Acetona C3HO (VWR BDH Prolab, Fontenay-sous-Bois, Franga)
o Cristal violeta C4H2sN3Cl (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
o Etanol C,HgO (Carlo Erba, Chauseée du Vexin, Franca)
o Fucsina CyoHoN3-HCI (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
o Lugol I, (Scharlau S.L., Sentmenat, Espanha)

5. Procedimento
5.1. Preparacgdo dos microrganismos
Foram utilizados os microrganismos Candida albicans e Enterococcus faecalis.

A levedura Candida albicans foi repicada a partir de uma amostra conservada a -80°C,
para uma placa de petri contendo o meio Sabouraud Glucose Gentamicina Cloranfenicol
e incubada a 37°C durante a noite (figura 1).

Posteriormente repicou-se uma coldnia para 9 mililitros (ml) de meio de cultura BHI e
incubou-se a 37°C, até atingir também o grau de turvacao de 0,5 da escala de McFarland,
que corresponde aproximadamente a 1,5 x 10° Unidades formadoras de colénias (UFC)

por ml.

Figura 1. Placa de cultura contendo Candida albicans

A bactéria Enterococcus faecalis foi repicada a partir de uma amostra armazenada
a -80°C, para uma placa de petri contendo 0 meio Trypticase Soy Agar (TSA) e incubada
aerobicamente a 37°C durante a noite.
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Seguidamente foi repicada uma coldnia com uma ansa estéril e ressuspensa em 9 ml de
meio de cultura Brain Heart Infusion Broth (BHI) estéril e foi incubada a 37°C até atingir

o grau de turvacdo de 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente a 1,5 x 10°
UFC/ml), (figura 2).

Figura 2. A) Placa de cultura contendo Enterococcus faecalis B) Aparelho Densimat™ apresentando o

valor 0,5 da escala de McFarland

5.2. Manipulagdo dos materiais utilizados no estudo
5.2.1. Cimentos endodonticos

Foram utilizados dois tipos de cimentos endodénticos, cuja composicao estd descrita na
tabela 3. Um cimento com base de resina epéxi-amina, AH Plus Jet® e um cimento com
base MTA, MTA Fillapex® (figura 3). Os cimentos foram manipulados de acordo com as
instrucbes do fabricante, utilizando uma espatula de cimento numa folha de papel

encerado.

MTA-FILLAPEX
oo

Figura 3. Cimentos utilizados no estudo: A) Cimento AH Plus Jet® B) Cimento MTA Fillapex®, pasta

catalisadora e pasta base
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Cimento

Composi¢édo

Pasta A: Resina epoxi

Lote

Validade

Materiais e Métodos

Fabricante

nanoparticulada,

pigmentos.

bisfenol-A, resina epdxi Dentsply
bisfenol-F, tungstato de DeTrey GmbH
calcio, oxido de 1502000450 | 2017-01
zirconio, silica, Konstanz,
pigmentos de oxido de Alemanha
ferro
AH Plus Pasta B:
Dibenzildiamina, Dentsply
aminoadamantano, DeTrey GmbH
diamina-tricyclodecane, [ 1502000450 [ 2017-01
tungstato de céalcio, Konstanz,
Oxido de zircénio, silica, Alemanha
6leo de silicone
Pasta Base: Resina
salicilato, resina natural,
o Angelus,
tungstato de célcio, 34972 2017-04 . .
- . Londrina, Brasil
silica nanoparticulada,
MTA pigmentos
Fillapex Pasta Catalizadora:
Resina diluente, mineral
. - Angelus,
trioxido agregado, silica| 34971 2017-04

Londrina, Brasil

Foram feitos os calculos necessarios para determinar a quantidade de cimento para cada

grupo. Os cimentos foram pesados na balanca Precisa 125A (figura 4).
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Figura 4. Pesagem dos cimentos a testar, consoante a adi¢do de digluconato de clorhexidina: A) Grupo sem
adicdo de digluconato de clorhexidina B) Grupo antes da adi¢do de digluconato de clorhexidina a 2% C)
Grupo antes da adicdo de digluconato de clorhexidina a 3%

5.2.2. Digluconato de Clorhexidina

A partir de digluconato de clorhexidina a 20%, foram feitos os calculos necessarios para
determinar a quantidade a incorporar para obter as duas percentagens a estudo: 2% e 3%.
O digluconato de clorhexidina foi incorporado nos cimentos, utilizando uma micropipeta
pl100 e misturada juntamente com 0s componentes do cimento, com auxilio de uma

espatula de cimento numa folha de papel encerado (figurab).

> .
oML __ Lot # BCBMases,
'Eﬁ;:-nexidma w

solution

Figura 5. A) Digluconato de clorhexidina a 20%. B) Pasta B do cimento AH Plus Jet, digluconato de

clorhexidina, e pasta A do cimento AH Plus Jet, antes da mistura
5.3. Grupos de estudo

Consoante o cimento utilizado e a incorporacéo ou ndo do digluconato de clorhexidina, a

diferentes concentragdes, estabeleceram-se os seguintes grupos a estudo:

Grupo 1: Cimento AH Plus
Grupo 2: Cimento AH Plus + digluconato de clorhexidina 2%

Grupo 3: Cimento AH Plus + digluconato de clorhexidina 3%
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Grupo 4: Cimento MTA Fillapex

Grupo 5: Cimento MTA Fillapex + digluconato de clorhexidina 2%
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex + digluconato de clorhexidina 3%
Grupo 7: Controlo positivo (+)

Grupo 8: Controlo negativo (-)
5.4. Distribuicéo das placas e variaveis de estudo

Foram utilizadas 8 microplacas de poliestireno com 96 pocos de fundo plano. Cada
microplaca foi organizada de modo a que 0s varios grupos pudessem ser testados na
mesma placa, bem como o controlo positivo e o controlo negativo, sem, no entanto, haver

contaminagdes cruzadas. A imagem esquematica das microplacas corresponde a figura 6.

Figura 6. Organizacéo esquematica da divisdo de uma microplaca de 96 pocos em 8 grupos

O Grupo 1, identificado pela cor roxa, correspondia a quatro pogos com uma parede
revestida com cimento AH Plus, sem a adi¢do de digluconato de clorhexidina, e posterior

adicdo de microrganismo e meio de crescimento;

O Grupo 2, identificado pela cor lilds, correspondia a quatro po¢os com uma parede
revestida com cimento AH Plus, com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 2%, e

posterior adi¢do de microrganismo e meio de crescimento;

O Grupo 3, identificado pela cor rosa, correspondia a quatro pogos com uma parede
revestida com cimento AH Plus, com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 3%, e

posterior adi¢do de microrganismo e meio de crescimento;

O Grupo 4, identificado pela cor azul escuro, correspondia a quatro po¢gos com uma
parede revestida com cimento MTA Fillapex, sem a adicdo de digluconato de

clorhexidina, e posterior adi¢do de microrganismo e meio de crescimento;
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O Grupo 5, identificado pela cor azul, correspondia a quatro po¢os com uma parede
revestida com cimento MTA Fillapex, com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 2%,

e posterior adigdo de microrganismo e meio de crescimento;

O Grupo 6, identificado pela cor azul claro, correspondia a quatro po¢os com uma parede
revestida com cimento MTA Fillapex, com a adicdo de digluconato de clorhexidina a 3%,

e posterior adi¢do de microrganismo e meio de crescimento;

O Grupo 7, denominado controlo negativo, correspondia a um pogo igual a um de cada
grupo anterior, mas sem a posterior adi¢cdo de microrganismo; e dois pocos, identificados
pela cor preto, sem a adicdo de cimento nem microrganismo, apenas com meio de

crescimento;

O Grupo 8, denominado controlo positivo, identificado pela cor verde, correspondia a
oito pogos sem revestimento de cimento nem digluconato de clorhexidina, apenas com o

microrganismo e 0 meio de crescimento;
Para os grupos 1 e 4 foram utilizados 380 miligramas (mg) de cimento.

Para os grupos 2 e 5, foram utilizados 342 mg de cimento e 38 microlitros (ul) de

digluconato de clorhexidina a 20%.

Para os grupos 3 e 6, foram utilizados 323 mg de cimento e 57 pl de digluconato de

clorhexidina 20%.

Das 8 microplacas, foram utilizadas 4 microplacas onde os cimentos estiveram em
contacto direto com o Enterococcus faecalis e nas restantes 4 microplacas, 0s cimentos
estiveram em contacto direto com a Candida albicans, correspondendo a variavel

microrganismo.

As 4 microplacas de cada microrganismo, atendendo a variavel tempo, foram

posteriormente divididas em 4 grupos:

Grupo A, que corresponde a utilizagdo de uma microplaca para cada microrganismo com

0s cimentos a fresco;

Grupo B, que corresponde & utilizagdo de uma microplaca para cada microrganismo com

os cimentos envelhecidos 1 dia;
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Grupo C, que corresponde a utilizacdo de uma microplaca para cada microrganismo com

0s cimentos envelhecidos 3 dias;

Grupo D, que corresponde a utilizagdo de uma microplaca para cada microrganismo com

0s cimentos envelhecidos 1 semana;
6. Teste de Contacto Direto

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos cimentos endoddnticos foi selecionado o teste
de contacto direto, desenvolvido por Weiss, Shalhav, & Fuss, 1996 que tem por base a

analise da capacidade antimicrobiana dos materiais testados, frente a microrganismos.

A manipulacdo das microplacas para a realizacdo de toda a experiéncia decorreu na

camara de fluxo laminar, de forma a evitar a ocorréncia de contaminacgoes.

Cada microplaca foi mantida na vertical e foi seguido o esquema anteriormente
representado onde os cimentos, sem a adicdo de digluconato de clorhexidina ou com a
adicéo das duas concentracOes de digluconato de clorhexidina a testar, foram colocados.
Para tal, foi utilizada uma espatula Heidemann de composito, de modo a revestir
uniformemente uma parede que corresponde aproximadamente a metade de cada poco, e
sem que houvesse deposicdo de cimento no fundo do mesmo, o que poderia levar a
interferéncias na passagem do feixe de luz no momento da leitura, pelo leitor de
microplacas. Foram ainda preenchidos seis po¢os de acordo com o mesmo método
anteriormente descrito, correspondentes ao controlo negativo. Antes de serem retiradas da
camara de fluxo laminar, as placas foram sempre tapadas com a respetiva tampa estéril
(figura 7).
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4

Figura 7. A) Microplaca preenchida com 0s cimentos a testar, antes da incorpora¢do dos microrganismos e
do meio BHI. B) Pormenor de uma fila da microplaca, a demonstrar que ndo houve preenchimento do
fundo do poco

As duas placas do grupo A e as dos restantes grupos foram 1h a estufa a 37°C, para

acelerar a toma de presa do cimento.

Apds esse periodo, as placas do grupo B foram preenchidas com tampéo fosfato salino
(PBS) estéril durante 24h, e nas restantes placas dos grupos C e D 0 mesmo meio PBS
estéril foi renovado a cada 48h para evitar que os cimentos secassem, e posteriormente

guardadas na estufa a 37°C até serem utilizadas.

Seguidamente, as placas foram retiradas da estufa e foram colocados nos pocos revestidos
com cimento, assim como nos pogos do grupo de controlo positivo, 10 pls de indculo

preparado anteriormente, com ajuda de uma micropipeta p10 (figura 8).

_ 3 e

Figura 8. Pormenor do microrganismo em contacto com o cimento a testar
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Ap0s este passo, as placas foram novamente colocadas na estufa, mantidas na vertical, a
incubar 1 hora a 37°C em humidade relativa, até a evaporagdo evidente da suspensdo
liquida, assegurando o contacto direto entre os microrganismos e as superficies dos

materiais testados.

Decorrido esse periodo, na camara de fluxo laminar, a placa foi colocada na horizontal, e
utilizando uma micropipeta p1000, foram adicionados 250 pl de meio de crescimento
BHI estéril a cada pogo revestido a cimento e microrganismo, 250 pl de meio de
crescimento BHI estéril aos po¢os do controlo positivo e 260 pl de meio de crescimento

BHI estéril aos pogos de controlo negativo (figura 9).

nos respetivos pocos. B) Ampliacdo de uma zona da microplaca

As placas foram depois levadas ao agitador de placas Certomat MO Il durante 2 minutos
de modo a homogeneizar bem o conteudo de cada poco (figura 10). Este procedimento
foi realizado sempre antes de cada leitura no leitor de microplacas, para garantir uma

suspensdo 0 mais homogénea possivel.

Figura 10. Microplaca no agitador de placas

Finalmente as placas foram colocadas no leitor de microplacas Platos R496, calibrado
para medir a densidade o6tica (turbidez) ao comprimento de onda de 630 nandémetros
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(nm), e foram feitas medicGes nos tempos estabelecidos, sempre com as placas a voltarem

a estufa a 37°C apds cada leitura (figura 11).

Figura 11. ) Microplcas na estufa. B) Leitor de microplacas Platos R496 apresentando os resultados da
medicédo

Os tempos de medicdo ocorreram as: Oh; 0,5h; 1h; 1,5h; 2h; 2,5h; 3h; 3,5h; 4h; 5h; 6h;
7h; 8h; 9h; 10h; 11h; 12h; 24h; 26h; 28h; 30h; 32h e 34h para ambos os microrganismos.

Toda a experiéncia foi realizada em duplicado e os valores de todas as placas foram
anotados, e foi feita a média aritmética dos valores entre cada grupo.

Previamente foram feitos testes-piloto para observar o crescimento microbiano sob

condicdes experimentais de uma maneira quantitativa e reprodutivel.
7. Critérios de avaliacéo

A partir dos valores médios de absorvancia dos pocos do controlo positivo, foram
subtraidos os valores médios de absorvancia dos pogos de controlo negativo sem material
a ser testado, e foi tracada uma curva de crescimento para cada microrganismo.

Os valores médios de absorvancia, em nanémetros (nm) dos grupos de controlo negativo
foram anotados, e foi feita a subtracdo dos valores médios dos poc¢os do controlo negativo
sem material, para tracar a curva de crescimento para 0 microrganismo Candida albicans
(figura 12).
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Curva de crescimento do microrganismo Candida albicans

=== Candida albicans

0051152253354 56 7 8 9101112242628303234

Figura 12. Valores médios de absorvancia (nm) o microrganismo Candida albicans, durante o tempo de

estudo

Os valores médios de absorvancia, em nandmetros (nm) dos grupos de controlo negativo
foram anotados, e foi feita a subtracdo dos valores médios dos poc¢os do controlo negativo
sem material, para tragar a curva de crescimento para 0 microrganismo Enterococcus

faecalis (figura 13).

Curva de crescimento do microrganismo Enterococcus faecalis
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Figura 13. Valores médios de absorvancia (nm) para o microrganismo Enterococcus faecalis, durante o

tempo de estudo

De seguida, foram selecionados os intervalos de tempo de 0; 6; 10 e 30 horas para serem
estudados no caso do microrganismo Candida albicans e os intervalos de tempo de O;

2,5; 5 e 10 horas para serem estudados no caso do microrganismo Enterococcus faecalis.

A estes valores medios de absorvancia dos pogos relativos a cada grupo, foram subtraidos

os valores médios de absorvancia dos pocos negativos correspondentes, e feita a anélise
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estatistica. Quanto maior o valor de absorvancia, menor a capacidade antimicrobiana do

material em estudo.
8. Base de dados para o registo

Os dados laboratoriais foram introduzidos no Programa Microsoft Excel, para que fosse

possivel uma analise estatistica.
9.Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados, foi obtida a ajuda do departamento de estatistica
do Instituto Superior de Ciéncias da Saide Egas Moniz. Os resultados foram submetidos
a uma analise estatistica inferencial, com utilizacdo do software SPSS® versdo 23 para
Windows, com os testes ANOVA one-way com corre¢cdo de Brown-Forsythe e teste post-
Hoc Tamhane, e ANOVA one-way com corre¢do de Brown-Forsythe e teste post-Hoc
Dunnett, tendo sido considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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111 — Resultados
1. Analise por grupos

Apds o registo da absorvancia em nanometros (nm), foi calculada a média nos 4 tempos
de envelhecimento, nos 4 periodos de contacto analisados e dos dois microrganismos

utilizados para cada grupo.

Observando a tabela 4, o grupo que apresentou o valor medio mais alto de absorvancia
foi o do cimento AH Plus sem a adi¢cdo de digluconato de clorhexidina (0,267 nm), e 0
grupo que apresentou o valor medio mais baixo de absorvéncia foi o do cimento MTA
Fillapex com a adicdo de digluconato de clorhexidina a 3% (0,010 nm). Houve diferencas
estatisticamente significativas entre estes dois grupos, e nos seguintes: entre 0 AH Plus
sem a adicdo de digluconato de clorhexidina e o0 AH Plus com a adicéo de digluconato de
clorhexidina a 3%; entre 0 AH Plus sem a adi¢do de digluconato de clorhexidina e o
MTA Fillapex com a adicao de digluconato de clorhexidina a 2%; entre o0 AH Plus com a
adicdo de digluconato de clorhexidina a 2% e o AH Plus com a adicdo de digluconato de
clorhexidina a 3%; entre o AH Plus com a adicdo de digluconato de clorhexidina a 2% e
0 MTA Fillapex com a adicédo de digluconato de clorhexidina a 2%; entre o AH Plus com
a adicdo de digluconato de clorhexidina a 2% e o MTA Fillapex com a adi¢do de
digluconato de clorhexidina a 3%; entre o AH Plus com a adi¢do de digluconato de
clorhexidina a 3% e o MTA Fillapex sem a adi¢éo de digluconato de clorhexidina; entre o
MTA Fillapex sem a adicdo de digluconato de clorhexidina e o MTA Fillapex com a
adicdo de digluconato de clorhexidina a 2%; entre 0 MTA Fillapex sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina e 0 MTA Fillapex com a adicdo de digluconato de
clorhexidina a 3%; entre 0 MTA Fillapex com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a
2% e o MTA Fillapex a com adic¢do de digluconato de clorhexidina a 3%. Os resultados

podem ser confirmados pela figura 14.
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Tabela 4. Valores médios de absorvancia em nanémetros (nm) e intervalos de confianca para 0s grupos de

estudo
Média de Intervalo de confianca de 95% para média
Grupos a estudo absorvancia (nm) £ — — -
Desvio Padrio Limite inferior Limite superior
Grupo 1: Cimento AH Plus 0,267 + 0,363 0,129 0,396
Grupo 2: Cimento AH Plus +
digluconato de clorhexidina 2% 0,118+0,101 0,079 0,156
Grupo 3: Cimento AH Plus +
digluconato de clorhexidina 3% 0,025+0,024 0,013 0,037
Grupo 4: Cimento MTA Fillapex 0,208 + 0,117 0,159 0,257
Grupo 5: Cimento MTA Fillapex +
digluconato de clorhexidina 2% 0,048 +0,025 0,038 0,058
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex +
digluconato de clorhexidina 3% 0,010+0,008 0,006 0,014

*Teste ANOVA com corre¢do Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane (p<0,05)
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Figura 14. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (hm) para 0s grupos de estudo e para os dois
microrganismos

2. Andlise por grupo por microrganismo

Apbs o registo da absorvancia em nandémetros, foi calculada a média nos 4 tempos de

envelhecimento e nos 4 periodos de contacto analisados para cada microrganismo.

Observando a tabela 5, 0 grupo que apresentou o valor medio mais alto de absorvancia
foi o do cimento MTA Fillapex sem a adi¢do de digluconato de clorhexidina (0,237 nm),
e 0 grupo que apresentou o valor médio mais baixo de absorvancia foi o do cimento MTA
Fillapex com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 3% (0,007 nm), relativamente a
Candida albicans, como pode ser observado na figura 15. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre estes dois grupos. Houve também diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos AH Plus sem a adi¢cdo de digluconato de

clorhexidina e MTA Fillapex sem a adicdo de digluconato de clorhexidina; AH Plus com
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a adicdo de digluconato de clorhexidina a 2% e MTA Fillapex sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina; AH Plus com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 2%
e MTA Fillapex com a adigéo de digluconato de clorhexidina a 3%; MTA Fillapex sem a
adicdo de digluconato de clorhexidina e MTA Fillapex com a adicdo de digluconato de
clorhexidina a 2%; MTA Fillapex com a adicdo de digluconato de clorhexidina a 2% e

MTA Fillapex com a adigéo de digluconato de clorhexidina a 3%.

Tabela 5. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianga, entre os grupos de estudo, para o

microrganismo Candida albicans

Média de Intervalo de confianca de 95% para média
Grupos a estudo absorvancia (nm) + — — -
Desvio Padrio Limite inferior Limite superior
Grupo 1: Cimento AH Plus 0,040 + 0,033 0,015 0,066
Grupo 2: Cimento AH Plus +
digluconato de clorhexidina 2% 0,108 0,089 0,056 0,159
Grupo 3: Cimento AH Plus +
digluconato de clorhexidina 3% 0,178 +0,216 0,059 0,298
Grupo 4: Cimento MTA Fillapex 0,237 + 0,092 0,179 0,296
Grupo 5: Cimento MTA Fillapex +
digluconato de clorhexidina 2% 0,067 £0,045 0,041 0,093
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex +
digluconato de clorhexidina 3% 0,007 +0,003 0,004 0,009

*Teste ANOVA com corre¢do Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane (p<0,05)
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Figura 15. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) por grupo para microrganismo Candida
albicans

Observando a tabela 6, o grupo que apresentou o valor médio mais alto de absorvancia
foi o do cimento MTA Fillapex sem a adigéo de digluconato de clorhexidina (0,339 nm),
e 0 grupo que apresentou o valor médio mais baixo de absorvancia foi o do cimento MTA
Fillapex com a adigdo de digluconato de clorhexidina a 3% (0,017 nm), relativamente ao

Enterococcus faecalis, observivel na figura 16. Houve diferencas estatisticamente
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significativas entre estes dois grupos. Foram tambem encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos AH Plus com a adicdo de digluconato de
clorhexidina a 2% e AH Plus com a adi¢édo de digluconato de clorhexidina a 3%; AH Plus
com a adicdo de digluconato de clorhexidina a 2% e MTA Fillapex com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 3%; AH Plus com a adicéo de digluconato de clorhexidina
a 3% e MTA Fillapex sem a adi¢do de digluconato de clorhexidina; AH Plus com a
adicéo de digluconato de clorhexidina a 3% e MTA Fillapex com a adi¢éo de digluconato
de clorhexidina a 2%; MTA Fillapex sem a adi¢do de digluconato de clorhexidinae MTA
Fillapex com a adicédo de digluconato de clorhexidina a 2%; MTA Fillapex com a adicéo
de digluconato de clorhexidina a 2% e MTA Fillapex com a adi¢do de digluconato de
clorhexidina a 3%.

Tabela 6. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianga entre os grupos de estudo, para 0
microrganismo Enterococcus faecalis

Média de Intervalo de confianca de 95% para média
Grupos a estudo absorvancia (hm) = — — -
Desvio Padrio Limite inferior Limite superior
Grupo 1: Cimento AH Plus 0,259 + 0,362 0,066 0,452
Grupo 2: Cimento AH Plus +
digluconato de clorhexidina 2% 0,127+0,113 0,064 0,189
Grupo 3: Cimento AH Plus +
digluconato de clorhexidina 3% 0,020 +0,018 0,007 0,032
Grupo 4: Cimento MTA Fillapex 0,339 + 0,313 0,173 0,506
Grupo 5: Cimento MTA Fillapex +
digluconato de clorhexidina 2% 0,046 £ 0,017 0,037 0,056
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex +
digluconato de clorhexidina 3% 0,017+0,014 0,007 0,026

*Teste ANOVA com corre¢do Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane (p<0,05)
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Figura 16. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) por grupo para O microrganismo
Enterococcus faecalis
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3. Anélise por tempo de envelhecimento

3.1. Analise do tempo de envelhecimento para cada microrganismo

Apdbs o registo da absorvancia em nandémetros, foi calculada a média nos 4 tempos de

envelhecimento para cada um dos microrganismos utilizados.

Observando a tabela 7, o tempo de envelhecimento que apresentou o valor médio mais
alto de absorvancia foi o de cimento envelhecido 168 horas (0,487 nm), e 0 grupo que
apresentou o valor médio mais baixo de absorvancia foi o de cimento envelhecido 24
horas (0,021 nm), relativamente a Candida albicans, como indica a figura 17. Houve
diferencas estatisticamente significativas entre estes dois grupos. Foram também
observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s grupos Fresco e
envelhecido 24 horas; Fresco e envelhecido 168 horas; envelhecido 24 horas e

envelhecido 72 horas; envelhecido 72 horas e envelhecido 168 horas.

Tabela 7. Valores médios de absorvéancia (nm) e intervalos de confianca por tempo de envelhecimento, para

0 microrganismo Candida albicans

. Meédia de absorvancia (nm) | Intervalo de confianga de 95% para média
Tempo de envelhecimento + Desvio Padri
+ DEsvI0 Fadrao Limite inferior Limite superior
Fresco 0,175 + 0,147 0,113 0,237
24 Horas 0,021 + 0,013 0,014 0,027
72 Horas 0,092 + 0,079 0,057 0,128
168 Horas 0,487 + 0,486 0,281 0,692

*Teste ANOVA com corre¢do Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane (p<0,05)
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Figura 17. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) por tempo de envelhecimento, para o
microrganismo Candida albicans
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Observando a tabela 8, o tempo de envelhecimento que apresentou o valor medio mais
alto de absorvancia foi o de cimento envelhecido 168 horas (0,313 nm), e 0 grupo que
apresentou o valor médio mais baixo de absorvancia foi o de cimento envelhecido 72
horas (0,034 nm), relativamente ao Enterococcus faecalis, como demonstrado na figura
18. Houve diferencas estatisticamente significativas entre estes dois grupos. Houve
também diferencas estatisticamente significativas entre os grupos Fresco e envelhecido
24 horas; Fresco e envelhecido 72 horas; envelhecido 24 horas e envelhecido 168 horas.

Tabela 8. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianga por tempo de envelhecimento, para
0 microrganismo Enterococcus faecalis

Tempo de envelhecimento Medli dDe ab§orF\)/a(rj10~|a (nm) | Intervalo de confianca de 95% para média
+ Desvio Fadrao Limite inferior Limite superior
Fresco 0,162 + 0,169 0,091 0,234
24 Horas 0,036 + 0,026 0,023 0,048
72 Horas 0,034 + 0,026 0,021 0,047
168 Horas 0,313 + 0,391 0,148 0,477
*Teste ANOVA com corre¢do Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane (p<0,05)
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Figura 18. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) por tempo de envelhecimento, para o
microrganismo Enterococcus faecalis

3.2. Analise do tempo de envelhecimento por grupo para cada microrganismo

ApoOs o registo da absorvancia em nandmetros, foi calculada a media nos 4 tempos de

envelhecimento para cada grupo e para cada um dos microrganismos utilizados.

Observando a tabela 9, o grupo que apresentou o valor médio mais alto de absorvancia
foi o do cimento MTA Fillapex envelhecido 168 horas e sem adigéo de digluconato de

clorhexidina (0,692 nm), e o grupo que apresentou o valor médio mais baixo de
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absorvancia foi o do cimento MTA Fillapex envelhecido 72 horas e com adi¢do de
digluconato de clorhexidina a 3% (0,005 nm), tal como mostra também a figura 19,
relativamente a Candida albicans. Apesar de existirem diferengas entre os tempos de

envelhecimento para cada grupo, estas ndo sao estatisticamente significativas.

Tabela 9. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianga para os diferentes grupos nos

quatro tempos de envelhecimento estudados, para 0 microrganismo Candida albicans

Média de Intervalo de confianca de
Tempo absorvancia 95% para média
Grupos a estudo : .
envelhecimento | (nm) = Desvio Limite Limite
Padrao inferior superior
Fresco 0,048 £ 0,023 0,01 0,085
G L Cimento AH Pl 24 Horas 0,174 £ 0,254 -0,23 0,577
rupo 1: Cimento us

P 72 Horas 0,443+ 0,476 -0,314 1,201
168 Horas 0,651 + 0,626 -0,345 1,647
Fresco 0,188 £ 0, 090 0,044 0,331
Grupo 2: Cimento AH Plus + 24 Horas 0,030+ 0,015 0,006 0,054
digluconato de clorhexidina 2% 72 Horas 0,113 + 0,065 0,009 0,217
168 Horas 0,488 + 0,516 -0,332 1,308
Fresco 0,350 + 0,189 0,048 0,651
Grupo 3: Cimento AH Plus + 24 Horas 0,018 £0,012 -0,001 0,037
digluconato de clorhexidina 3% 72 Horas 0,096 + 0,112 -0,082 0,273
168 Horas 0,521 £ 0,567 -0,382 1,424
Fresco 0,286 + 0,117 0,1 0,472
Grno 4: Cimento MTA Fill 24 Horas 0,334 £ 0,203 0,011 0,658
rupo & Imento apex 72 Horas 0,320 + 0,299 -0,156 0,796
168 Horas 0,692 £ 0,551 -0,185 1,569
Fresco 0,092 + 0,054 0,007 0,178
Grupo 5: Cimento MTA Fillapex + 24 Horas 0,031 +0,022 -0,004 0,065
digluconato de clorhexidina 2% 72 Horas 0,093+ 0,031 0,044 0,142
168 Horas 0,323 £ 0,441 -0,379 1,025
Fresco 0,085 £ 0,075 -0,034 0,205
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex + 24 Horas 0,014 £ 0,011 -0,004 0,032
digluconato de clorhexidina 3% 72 Horas 0,005 + 0,003 0 0,01
168 Horas 0,246 £ 0,359 -0,326 0,817

*Teste ANOVA com correcdo Brown-Forsythe (p=0,055)
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Figura 19. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) para os diferentes grupos nos quatro
tempos de envelhecimento estudados, para o microrganismo Candida albicans

Observando a tabela 10, o grupo que apresentou o valor médio mais alto de absorvancia

foi o do cimento MTA Fillapex envelhecido 168 horas sem a adigdo de digluconato de

clorhexidina (0,569 nm), e o grupo que apresentou o valor médio mais baixo de

absorvancia foi o do cimento MTA Fillapex envelhecido 72 horas com a adi¢do de

digluconato de clorhexidina a 3% (0,007 nm), tal como mostra a figura 20, relativamente

ao Enterococcus faecalis. Apesar de existirem diferencas entre 0s tempos de

envelhecimento para cada grupo, estas ndo sao estatisticamente significativas.
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Tabela 10. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianca para todos 0s grupos nos quatro
tempos de envelhecimento estudados, para o microrganismo Enterococcus faecalis

Média de Intervalo de confianca de
Grupos a estuo ervethecimento | (v 2 Deavio | vt T
Pa_dréo _L|m|_te L|m|_te
inferior superior
Fresco 0,023 £ 0,009 0,008 0,037
. 24 Horas 0,142 £0,218 -0,205 0,488
Grupo 1: Cimento AH Plus > Horas 04260435 20.266 1117
168 Horas 0,447 + 0,493 -0,337 1,230
Fresco 0,269 + 0,097 0,114 0,424
Grupo 2: Cimento AH Plus + 24 Horas 0,057 +0,019 0,027 0,087
digluconato de clorhexidina 2% 72 Horas 0,097 £ 0,085 -0,038 0,232
168 Horas 0,332+ 0,531 -0,513 1,177
Fresco 0,409 + 0,160 0,154 0,664
Grupo 3: Cimento AH Plus + 24 Horas 0,014 £ 0,015 -0,010 0,037
digluconato de clorhexidina 3% 72 Horas 0,019 + 0,020 -0,013 0,051
168 Horas 0,296 + 0,443 -0,410 1,001
Fresco 0,129 £ 0,180 -0,16 0,42
e _ 24 Horas 0,350+ 0,291 0,11 0,81
Grupo 4: Cimento MTA Fillapex > Horas 0.300 £ 0344 024 086
168 Horas 0,569 + 0,350 0,01 1,13
Fresco 0,047 + 0,024 0,008 0,086
Grupo 5: Cimento MTA Fillapex + | 24 Horas 0,048 0,012 0,029 0,067
digluconato de clorhexidina 2% 72 Horas 0,048+ 0,014 0,026 0,070
168 Horas 0,180 £ 0,307 -0,309 0,668
Fresco 0,097 + 0,063 -0,003 0,197
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex + | 24 Horas 0,025+0,018 -0,004 0,053
digluconato de clorhexidina 3% 72 Horas 0,007 £ 0,006 -0,003 0,017
168 Horas 0,052 + 0,066 -0,054 0,157

*Teste ANOVA com corre¢do Brown-Forsythe (p=0,064)
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Figura 20. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (hnm) para os diferentes grupos nos quatro
tempos de envelhecimento estudados, para o microrganismo Enterococcus faecalis

4. Anélise por tempo de contacto
4.1. Analise por tempo de contacto para cada microrganismo

Apo6s o registo da absorvancia em nandmetros, foi calculada a média nos 4 tempos de

contacto, para cada um dos microrganismos utilizados.

Observando a tabela 11, o tempo de contacto que apresentou o valor médio mais alto de
absorvancia foi o de 30 horas (0,051 nm), e o tempo de contacto que apresentou o valor
médio mais baixo de absorvancia foi o de 0 horas (0,023 nm), indicado também na figura
21, no que toca a Candida albicans. Os tempos de contacto de 0 horas e de 30 horas

mostraram diferencas estatisticamente significativas com os restantes tempos de contacto.

Tabela 11. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confian¢a por tempo de contacto, para o

microrganismo Candida albicans

Média de

N Intervalo de confianca de 95% para média
absorvancia (nm) £

Tempo de contacto

Desvio Padréo Limite inferior Limite superior
0 Horas 0,023 + 0,025 0,011 0,035
6 Horas 0,120 + 0,107 0,075 0,165
10 Horas 0’152 + 0,138 0,088 0,217
30 Horas 0,510 + 0,459 0,316 0,704

*Teste ANOVA com corre¢cdo Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane
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Figura 21. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) por tempo de contacto, para o
microrganismo Candida albicans

Observando a tabela 12, o tempo de contacto que apresentou o valor médio mais alto de

absorvancia foi o de 10 horas (0,416 nm), e o tempo de contacto que apresentou o valor

médio mais baixo de absorvéancia foi o de 0 horas (0,017 nm), demonstrado na figura 22,

relativamente ao Enterococcus faecalis. Houve diferengas estatisticamente significativas

entre o tempo de contacto de 10 horas e os restantes tempos. Houve também diferencas

estatisticamente significativas entre os tempos de contacto as 0 horas e o tempo de

contacto as 5 horas.

Tabela 12. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianca por tempo de contacto, para o
microrganismo Enterococcus faecalis

Tempo de contacto

Média de
absorvancia (nm) £
Desvio Padrao

Intervalo de confianca de 95% para média

Limite inferior

Limite superior

0 Horas 0,017 + 0,018 0,009 0,025
2,5 Horas 0,033 + 0,023 0,021 0,045
5 Horas 0,067 + 0,049 0,041 0,092
10 Horas 0,416 + 0,395 0,249 0,583

*Teste  ANOVA com correcdo Brown-Forsythe (p<0,001) e teste post-Hoc Tamhane (p<0,05)

67



Estudo in vitro da capacidade antimicrobiana de dois cimentos endoddnticos modificados com clorhexidina mediante
teste de contacto direto

045 -
0,40 -
£035 -
0,30 -
025 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00 -

® (0 Horas

25 Horas
5 Horas

® 10 Horas

Valores de absorvancia

Tempo de contacto

Figura 22. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) por tempo de contacto, para o
microrganismo Enterococcus faecalis

4.2. Analise por tempo de contacto por grupo para cada microrganismo

Apdbs o registo da absorvancia em nandémetros, foi calculada a média nos 4 tempos de

contacto para cada um dos grupos e para cada um dos microrganismos utilizados.

Observando a tabela 13, no que toca a Candida albicans, no grupo do AH Plus sem a
adicdo de digluconato de clorhexidina, o valor médio mais alto de absorvancia foi as 30
horas de contacto (0,745 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas
de contacto (0,012 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do AH Plus com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 2% o valor médio mais alto de absorvancia foi as 30 horas
de contacto (0,423 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as O horas de
contacto (0,043 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do AH Plus com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 3% o valor médio mais alto de absorvancia foi as 30 horas
de contacto (0,518 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as O horas de
contacto (0,024 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do MTA Fillapex sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina o valor médio mais alto de absorvancia foi as 30 horas de
contacto (0,791 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,152 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do MTA Fillapex com a adigdo de

digluconato de clorhexidina a 2% o valor médio mais alto de absorvancia foi as 30 horas
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de contacto (0,332 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,059 nm). Entre os vérios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do MTA Fillapex com a adigdo de
digluconato de clorhexidina a 3% o valor médio mais alto de absorvéancia foi as 30 horas
de contacto (0,250 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,005 nm). Entre os vérios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferengas estatisticamente significativas. Estes resultados estdo também indicados na

figura 23.

Tabela 13. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianca para todos 0s grupos, por tempo

de contacto, para o microrganismo Candida albicans

Média de Intervalo de confianca de
Tempo de A . 95% para média
Grupos a estudo absorvéancia (nm)
contacto + Desvio Padréo Limite Limite
inferior superior
0 Horas 0,012 + 0,008 -0,001 0,024
6 Horas -0,034 0,276
Grupo 1: Cimento AH Plus 0,121 +0,097
10 Horas 0,438 + 0,482 -0,329 1,205
30 Horas 0,745 + 0,544 -0,121 1,611
0 Horas 0,043 + 0,028 -0,003 0,088
Grupo 2: Cimento AH Plus + 6 Horas 0,123 + 0,091 -0,021 0,267
digluconato de clorhexidina 2% 10 Horas 0.230 + 0.260 -0,183 0,644
30 Horas 0,423 + 0,503 -0,377 1,223
0 Horas 0,024 + 0,038 -0,038 0,085
Grupo 3: Cimento AH Plus + 6 Horas 0,150 + 0,166 -0.115 0415
digluconato de clorhexidina 3% 10 Horas 0293 + 0.298 -0,181 0,767
30 Horas 0,518 + 0,536 -0,335 1,371
0 Horas 0,152 + 0,021 0,118 0,186
6 Horas 0,139 0,341
Grupo 4: Cimento MTA Fillapex 0,240 £ 0,064

10 Horas 0,450 + 0,345 -0,099 0,998
30 Horas 0,791 + 0,383 0,181 1,401
0 Horas 0,032 + 0,022 -0,003 0,068
Grupo 5: Cimento MTA Fillapex + | 6 Horas 0,059 + 0,032 0,009 0,109
digluconato de clorhexidina 2% 10 Horas 0117 + 0.094 -0,033 0,266
30 Horas 0,332 + 0,426 -0,346 1,009
0 Horas 0,005 + 0,003 0 0,009
Grupo 6: Cimento MTA Fillapex + | 6 Horas 0,029 + 0,026 -0,012 0,070
digluconato de clorhexidina 3% 10 Horas 0.066 + 0.073 -0,050 0,182
30 Horas 0,250 + 0,359 -0,322 0,821

*Teste  ANOVA com corre¢cdo Brown-Forsythe (p=0,009) e teste post-Hoc Dunnett (p<0,05)
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Figura 23. Distribui¢do dos valores médios de absorvancia (nm) para todos os grupos, por tempo de
contacto, para o microrganismo Candida albicans

Observando a tabela 14, tendo em conta o Enterococcus faecalis, no grupo do AH Plus
sem a adicdo de digluconato de clorhexidina, o valor médio mais alto de absorvancia foi
as 10 horas de contacto (0,364 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0
horas de contacto (0,007 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do AH Plus com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 2% o valor médio mais alto de absorvéancia foi as 10 horas
de contacto (0,435 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,057 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do AH Plus com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 3% o valor médio mais alto de absorvéancia foi as 10 horas
de contacto (0,391 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,049 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do MTA Fillapex sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina o valor medio mais alto de absorvancia foi as 10 horas de
contacto (0,736 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,107 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas; no grupo do MTA Fillapex com a adigdo de
digluconato de clorhexidina a 2% o valor médio mais alto de absorvancia foi as 10 horas
de contacto (0,211 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de

contacto (0,026 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
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diferencas estatisticamente significativas; no grupo do MTA Fillapex com a adi¢cdo de
digluconato de clorhexidina a 3% o valor médio mais alto de absorvancia foi as 10 horas
de contacto (0,092 nm), e o valor médio mais baixo de absorvancia foi as 0 horas de
contacto (0,007 nm). Entre os varios tempos de contacto deste grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas. Estes resultados, sdo demonstrados na figura
24.

Tabela 14. Valores médios de absorvancia (nm) e intervalos de confianca para todos os grupos, por tempo
de contacto, para o microrganismo Enterococcus faecalis

Média de Intervalo de confjar_u;a de
Grupos a estudo Tcir::g Oct%e absorvancia (nm) _ 9_5% para met_j|a_
Desvio Padrio Limite Limite
inferior superior

0 Horas 0,007 + 0,005 -0,001 0,015

Grupo 1: Cimento AH Plus 5 Hores 0,074 £ 0,085 009 il

5 Horas 0,322 + 0,307 -0,167 0,811

10 Horas 0,634 + 0,484 -0,136 1,404

0 Horas 0,057 + 0,052 -0,03 0,14

Grupo 2: Cimento AH Plus + 2,5 Horas 0,104 0,119 -0,09 029

digluconato de clorhexidina 2% 5 Horas 0,159 + 0.116 -0,02 0,34

10 Horas 0,435 + 0,474 -0,32 1,19

0 Horas 0,049 + 0,084 -0,085 0,183

Grupo 3: Cimento AH Plus + 2,5 Horas 0,124 +0,211 -0,212 0,460

digluconato de clorhexidina 3% 5 Horas 0,173 + 0224 -0,183 0,529

10 Horas 0,391 + 0,441 -0,310 1,092

0 Horas 0,107 + 0,100 -0,052 0,265

Grupo 4: Cimento MTA 2,5 Horas 0,154 0,132 -0,056 0,363

Fillapex 5 Horas 0,361 + 0,269 -0,067 0,788

10 Horas 0,736 + 0,247 0,342 1,129

0 Horas 0,026 + 0,014 0,003 0,049

Grupo 5: Cimento MTA 2,5 Horas 0035 + 0.011 0,017 0,052
Fillapex + digluconato de ’ :

clorhexidina 2% 5 Horas 0,052 + 0,008 0,039 0,065

10 Horas 0,211 + 0,286 -0,244 0,665

0 Horas 0,007 + 0,006 -0,003 0,017

Grupo 6: Cimento MTA 2,5 Horas 0029 + 0.034 -0,026 0,083
Fillapex + digluconato de ’ :

clorhexidina 3% 5> Horas 0,053 + 0,058 -0,040 0,145

10 Horas 0,092 + 0,071 -0,021 0,204

*Teste  ANOVA com correcdo Brown-Forsythe (p=0,003) e teste post-Hoc Dunnett (p<0,05)
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Figura 24. Distribuicdo dos valores médios de absorvancia (nm) para todos 0s grupos, por tempo de
contacto, para 0 microrganismo Enterococcus faecalis
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IV — Discussao

Um objetivo importante do tratamento endoddntico, € eliminar ou prevenir a introdugdo
de microrganismos no sistema de canais radiculares e prevenir a infecdo, através de uma
obturagdo que garanta um bom selamento tridimensional. E sabido, no entanto, que a
preparacdo quimico-mecanica ndo € capaz de abranger todo o sistema de canais
radiculares, pelo que podem existir microrganismos residuais que resistem pelo facto de
nédo terem sofrido a acdo dos instrumentos, irrigantes ou medicamentos, pelo que torna
este objetivo dificil de ser alcancado (Baer & Maki, 2010; Gjorgievska et al., 2013;
Morgental et al., 2011; H. Zhang, Shen, Ruse, & Haapasalo, 2009).

Apesar de uma preparacdo quimico-mecéanica meticulosa, mesmo com a utilizagdo de
hidroxido de célcio como medicacdo intracanalar entre consultas, a infecdo pode persistir
em 20%-33% dos canais radiculares (Kesler Shvero et al., 2013). A persisténcia de
microrganismos nos canais radiculares, canais laterais ou ramificagbes apicais, pode

comprometer o sucesso do tratamento endodontico (Nair, 2006).

A utilizacdo de materiais de obturacdo com propriedades antimicrobianas pode contribuir
para a eliminacdo destes microrganismos que sobreviveram ao preparo quimico-
mecanico, ou prevenir a recontaminacdo pelos mesmos (Faria-Junior, Tanomaru-Filho,
Berbert, & Guerreiro-Tanomaru, 2013). E desejavel que um cimento endodéntico
apresente propriedades antibacterianas pelo facto de poder estar em contacto directo, no
interior dos tubulos dentinarios ou em porcbes ndo desbridadas do canal radicular, com
microrganismos causadores do insucesso do tratamento endoddntico (Gjorgievska et al.,
2013).

Slutzky-Goldberg et al., 2008, citando Grossman, afirmam que um cimento ideal deve ser
bacteriostatico, e de facto, tem vindo a ser demonstrado que alguns cimentos

endododnticos possuem atividade antimicrobiana.

Barros, Silva, Rodrigues, et al., 2014 afirmam que: “Geralmente, tanto uma atividade
antimicrobiana eficaz como uma baixa toxicidade sdo propriedades necessarias para um

cimento endoddntico ideal”.

A Sociedade Europeia de Endodontologia exige também que os cimentos endodénticos,
além de obturarem completamente o canal radicular, preferencialmente apresentem um

efeito inibidor do crescimento microbiano (European Society of Endodontology, 2006).
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Vaérios estudos na literatura tém demonstrado in vitro a capacidade antimicrobiana de
diferentes cimentos endodonticos sobre diversos microrganismos, mas um dos desafios
da investigacdo em endodontia é a falta de padronizacdo de protocolos para os testar,

tanto in vitro como in vivo (H. Zhang et al., 2009).

O objetivo desta investigacdo foi avaliar in vitro a capacidade antimicrobiana dos
cimentos endodoénticos AH Plus e MTA Fillapex, com ou sem a adi¢cdo de duas
concentracdes de digluconato de clorhexidina mediante o teste de contacto direto, sobre

dois microrganismos.

Neste estudo foi utilizado o teste de contacto direto (DCT), inicialmente desenvolvido por
Weiss et al., 1996 e que, segundo os autores, tem por base o contacto direto in vitro entre
um microrganismo e um material, de modo a testar a cinética do crescimento e

viabilidade de microrganismos.

E virtualmente independente da solubilidade e difusibilidade dos componentes
antimicrobianos presentes no material testado e do meio em que se encontra, atraves da
medicdo turbidimétrica, em microplacas de 96 poc¢os, num espetrofotometro, fornecendo
dados quantitativos e reprodutiveis (Weiss et al., 1996). Este teste simula clinicamente o
contacto entre um microrganismo e o material a testar (Barros, Silva, Rodrigues, et al.,
2014).

No presente estudo, tal como no ensaio de Baer & Maki, 2010, a quantificacdo do efeito
antimicrobiano de cada grupo foi obtida pelos valores registados do espetrofotometro ao
comprimento de onda de 630 nandmetros. Uma menor quantidade de luz transmitida, ou
seja, valores mais altos de absorvancia, correspondem a uma maior densidade de células
bacterianas. “Indiretamente, o efeito antimicrobiano é baseado em dados turbidimétricos

do crescimento bacteriano.” (Baer & Maki, 2010).

“No DCT, o método turbidimétrico permite detetar a inibicdo do crescimento bacteriano

(efeito bacteriostatico).” (H. Zhang et al., 2009).

O teste de contacto direto veio substituir o popular teste de difusdo em agar (ADT), que
consiste na medicao de halos de inibicdo do material a ser testado, em placas de &gar, € a
partir dai inferir a atividade antimicrobiana desses materiais contra 0s microrganismos
testados. O ADT apresenta limitagcdes devido a influéncia da solubilidade e da difuséo

dos materiais no meio de cultura, e do proprio meio de cultura, da viscosidade do agar,
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das condicGes de armazenamento das placas de &gar, o tamanho e nimero de amostras
por placa, e o tempo e a temperatura de incubacdo (Cobankara, Altinoz, Erganis, Kav, &
Belli, 2004; Faria-Junior et al., 2013; Slutzky-Goldberg et al., 2008), além de ndo
conseguir distinguir os efeitos microbiostaticos e microbiocidas dos materiais (Eldeniz,
Erdemir, Hadimli, Belli, & Erganis, 2006). Apesar de H. Zhang et al., 2009 defenderem
que o ADT ja ndo é recomendado para inferir o potencial antimicrobiano de materiais
endodénticos, Morgental et al., 2011 e Damlar, Ozcan, Yula, Yalcin, & Celik, 2014
referem que o ADT é adequado para indicar a atividade de materiais antes que estes

tomem presa.

Segundo Weiss et al., 1996, os resultados demonstram o acrescido valor do DCT no
estudo das propriedades antimicrobianas dos cimentos endodonticos em comparagio com
outros estudos, porque uma vantagem do DCT € permitir acompanhar a curva de
crescimento microbiano, na presenca ou na auséncia do material testado, facto que se

verificou neste estudo.

O mesmo autor destaca que o teste apresenta a desvantagem de haver exposicdo das
microplacas a diferentes ambientes, o que pode resultar na contaminacdo da experiéncia.
Este fator foi ultrapassado nesta experiéncia, utilizando microplacas estéreis e sempre
dentro da camara de fluxo laminar, além de que cada microrganismo utilizado no estudo

foi cultivado em meio de crescimento seletivo para 0 mesmo.

Segundo Z. Wang et al., 2014, tanto o ADT como o DCT tém limitaces, uma vez que
ndo consideram fatores como a microanatomia e propriedades quimicas do dente, nem a
formacdo de biofilme. A sobrevivéncia de bactérias pode ser em parte devido a invasdo
dos tubulos dentinarios, onde os biofilmes se podem formar, e consequentemente servir

de protecdo aos efeitos antibacterianos dos cimentos endoddnticos.

De acordo com a revisao bibliografica de outros autores que tambeém realizaram este tipo
de testes, a variabilidade de fatores entre protocolos, tais como os tempos de presa, 0S
tempos de contacto, os métodos de medicdo da atividade antimicrobiana, as estirpes
microbianas utilizadas, as areas de contacto, a quantidade de microrganismo e meio de
cultura, os meios de crescimento dos microrganismos, o leitor de microplacas, 0s tempos
de leitura, entre outros... podem influenciar os resultados obtidos. Apenas Faria-Junior et
al., 2013 compararam o efeito antibacteriano dos dois cimentos utilizados no nosso

estudo, através de uma modificacdo do teste de contacto direto, onde utilizaram discos de

75



Estudo in vitro da capacidade antimicrobiana de dois cimentos endoddnticos modificados com clorhexidina mediante
teste de contacto direto

cimento em contacto com blocos de dentina infetados com biofilmes de Enterococcus
faecalis. Nenhum estudo testou a incorporacdo de digluconato de clorhexidina a 3%
nestes dois cimentos endoddnticos, nem testou a incorporacdo de digluconato de
clorhexidina a 2% no cimento MTA Fillapex. Também nenhum estudo testou o efeito

antimicrobiano destes cimentos contra a Candida albicans.

As infecdes endoddnticas sdo causadas por microrganismos presentes na microflora oral e
que podem ser anaerdbios, anaerdbios facultativos, aerdbios ou fungos, sendo o
Enterococcus faecalis a principal bactéria e a Candida albicans a principal levedura as
causadoras destas infe¢coes. Ambos os microrganismos podem ser isolados de dentes com

lesGes periapicais (Damlar et al., 2014).

Este estudo foca as atencdes no combate aos mesmos, através da andlise da capacidade
antimicrobiana de cimentos endodénticos, com a incorporagdo de um agente
antimicrobiano como o digluconato de clorhexidina, a diferentes concentracOes, para
verificar se realmente existe ou ndo alguma capacidade de potenciar os efeitos

antimicrobianos dos referidos cimentos, através da sua incorporacao nos mesmos.

Normalmente, os materiais sdo testados contra microrganismos na forma plancténica
(Faria-Junior et al., 2013).

A persisténcia e a elevada prevaléncia do Enterococcus faecalis, que pode ir dos 24% aos
77% (Stuart, Schwartz, Beeson, & Owatz, 2006) nos casos de infecdo secundaria
persistente, e também poder ser detetado em infecBes priméarias, demonstrando a sua
importancia no tratamento endodontico, sendo utilizado bastantes vezes em estudos para
avaliar propriedades antimicrobianas de materiais endoddnticos. Dois dos fatores
responsaveis pela sua resisténcia ao tratamento endodéntico sdo: a sua habilidade de
sobreviver aos efeitos dos irrigantes, em ambientes alcalinos, e em ambientes com poucos
nutrientes; e os varios fatores de viruléncia que possui, pelo que pode competir com
outros microrganismos e adaptar-se a condi¢des adversas (Gong et al., 2014; Heyder et
al., 2013; Lovato & Sedgley, 2011).

Com a utilizacdo de estirpes clinicas de Enterococcus faecalis, é possivel existirem
diferencas na sensibilidade antimicrobiana face aos materiais testados, pelo que
normalmente € utilizada uma estirpe de origem ndo endoddntica, para avaliar a eficacia

antimicrobiana de materiais endoddnticos (Lovato & Sedgley, 2011). No nosso estudo, e
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de acordo com a American Type Culture Collection (ATCC), o Enterococcus faecalis
utilizado foi isolado da urina. Este tipo de Enterococcus faecalis, ATCC 29212, é o mais

utilizado em estudos da capacidade antimicrobiana de cimentos endoddnticos.

Eldeniz et al., 2006 defendem que, devido ao facto de diferentes bactérias poderem variar
na sua sensibilidade ao mesmo material, € importante utilizar mais do que um tipo de

bactéria na avaliacdo da capacidade antibacteriana dos cimentos endodénticos.

De acordo com Dohaithem, Al-Nasser, Al-Badah, Al-Nazhan, & Al-Maflehi, 2011, a
Candida albicans, pelo facto de ser detetada em dentes com tratamento endoddntico,
sugerem que este fungo possa colonizar as paredes do canal radicular e penetrar nos
tibulos dentinarios. Estes autores, citando Grossman, afirmam que a presenca de
Candida em canais radiculares infetados, causa diversos problemas no tratamento
endodéntico, pelo que a sua eliminacdo levard a um melhor prognéstico. Este fungo
mostrou-se muito resistente ao hidréxido de célcio, e mais resistente que o Enterococcus
faecalis ao hipoclorito de sédio, pelo que sobrevive até ao momento da obturacéo.
Portanto, estes autores defendem que “o envolvimento de fungos em casos de infecdes

persistentes requer a utilizacdo de cimentos com atividade antifingica”.

Um requisito importante para um material dentario permanente é a sua resisténcia a
solubilidade e degradacdo quando exposto por longos periodos de tempo. Qualquer
material que va libertando substancias antimicrobianas ou outras substancias terapéuticas
tende a perder parte da sua massa e algumas propriedades fisicas, tais como a estabilidade
dimensional, porosidade, forca compressiva e de cisalhamento e até mesmo a resisténcia
ao desgaste (Weiss et al., 1996).

Barros, Silva, Rodrigues, et al., 2014 reiteram que a maior parte dos cimentos
endododnticos apresenta uma atividade antibacteriana fraca e pouco prolongada, e que

ainda diminui apos a presa do material.

Slutzky-Goldberg et al., 2008 também afirmam que os materiais que possuam algumas
propriedades antimicrobianas podem perder gradualmente o seu volume, prejudicando
assim a qualidade da obturacdo. Além disso, os dados apresentados nos testes de contacto
direto referem-se a condicGes in vitro, e testar a atividade antibacteriana in vivo pode
levar a resultados diferentes, pelo que extrapolar os resultados para a pratica clinica pode

ser um problema, tendo em conta que a quantidade de liquido no canal radicular é
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limitada, e o efeito antibacteriano do cimento podera depender da capacidade do material
penetrar no interior dos tabulos dentinarios apds a remocgdo da smear layer infetada, e da
capacidade de alcancar as bactérias causadoras da infecao.

Gong et al., 2014 reportam que a libertagdo de compostos antimicrobianos pode
comprometer a integracdo do cimento com o material central de obturacdo, ou com a

dentina, 0 que aumenta o risco de recolonizacdo microbiana.

Cobankara et al., 2004 defendem que devido aos componentes permanentes ou
transitdrios dos cimentos, os materiais devem ser testados imediatamente apds a mistura e
também apds o periodo de tempo quando € assumido que atingiu a sua estrutura quimica
final. Apos o periodo de presa, é ainda possivel que os componentes toxicos se libertem
dos materiais. A diferenca dos padrdes antibacterianos de varios materiais também pode

estar relacionada com o grau da presa.

O AH Plus é um cimento com base de resina epoxi-amina. O efeito antimicrobiano deste
tipo de cimentos é controverso. A inibicdo do crescimento bacteriano da-se
possivelmente por causa do efeito bactericida do formaldeido que, apesar de em pequenas
quantidades, ainda é libertado durante o processo de toma de presa (Heyder et al., 2013;
Z. Wang et al., 2014).

Este cimento é utilizado em bastantes estudos comparativos de propriedades fisico-
guimicas, bioldgicas e antimicrobianas de cimentos endoddnticos. Os autores Cobankara
et al., 2004 consideram que o seu efeito antimicrobiano se deve ao éter bisfenol
diglicidico.

Kesler Shvero et al., 2013 observaram que o formaldeido e o eugenol sdo eficazes contra
agentes patogénicos bacterianos, mas sdo também citotoxicos e mutagénicos, além de as
suas propriedades antibacterianas desaparecerem rapidamente. Por exemplo o AH Plus
ndo apresenta um efeito antibacteriano envelhecido (Slutzky-Goldberg et al., 2008). Os
cimentos que antes de tomar presa apresentem atividade antibacteriana, ndo a mantém
apos tomar presa (Morgental et al., 2011). O mesmo autor considera que devera ser
elaborado um cimento que apresente propriedades antibacterianas eficazes e a longo-
prazo. Neste sentido, dada a substantividade da clorhexidina, colocamos a hipotese se a

sua incorporacao podera aumentar a capacidade antimicrobiana.
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Sagsen et al., concluiram que os cimentos que contém eugenol e 0s que contém resina
epOxi sdo 0s que apresentam maior efeito antibacteriano, e consequentemente deverao ser
recomendados (Baer & Maki, 2010).

H. Zhang et al., 2009, ao testarem, atraves de um DCT modificado, os cimentos AH Plus,
Apexit® Plus, iRoot® SP, Tubli Seal™", Sealapex™, Epiphany® e EndoRez®, todos a fresco
ou envelhecidos 1; 3 e 7 dias e em contacto direto O; 2; 5; 20 e 60 minutos contra 0
Enterococcus faecalis na forma planctdnica, mostrou que o efeito antibacteriano se
manteve estdvel até aos 3 dias de envelhecimento, no entanto, aos 7 dias de
envelhecimento a maioria dos cimentos ja ndo apresentava atividade antibacteriana,
exceto 0 Sealapex e 0 Endorez. O AH Plus a fresco reduziu significativamente o nimero
de bactérias viaveis a partir dos 2 minutos e erradicou completamente as bactérias entre 5
a 20 minutos. Os restantes cimentos demoraram mais de 20 minutos para 0 mesmo efeito.
No caso do AH Plus envelhecido 1 e 3 dias, 0 mesmo falhou em eliminar a bactéria nos
primeiros 60 minutos, tendo perdido maior parte do seu efeito antibacteriano. J& em
relacdo ao AH Plus envelhecido 7 dias, ndo foi registada nenhuma capacidade

antibacteriana, em qualquer tempo.

Pizzo, Giammanco, Cumbo, Nicolosi, & Gallina, 2006 testaram os cimentos AH Plus,
Endomethasone, Pulp Canal Sealer” e VVCanalare, a fresco e envelhecidos 1 e 7 dias, em
contacto direto durante 24h com o Enterococcus faecalis. Obtiveram como resultado uma
completa inibicdo do crescimento bacteriano provocado por todos os cimentos a fresco e
envelhecidos 1 dia. O AH Plus envelhecido 7 dias apresentou valores semelhantes ao

controlo, ou seja, ndo houve inibi¢ao do crescimento bacteriano.

Heyder et al., 2013 estudaram os cimentos AH Plus, Hermetic, RoekoSeal, Sealapex,
Apexit Plus, 2Seal®, EndoRez e o ProRoot® MTA contra Enterococcus faecalis,
Fusobacterium nucleatum, e Porphyrimonas gingivalis, através do ADT, com o0s
cimentos a fresco e com 6 dias de envelhecimento, durante 24 horas; e do DCT com
cimentos a fresco, também em contacto durante 24 horas. O AH Plus tanto a fresco como
envelhecido 6 dias, ndo apresentou inibi¢cdo contra o Enterococcus faecalis no teste do
ADT. Ja no teste do DCT, o AH Plus fresco apresentou inibi¢cdo do Enterococcus faecalis

e permitiu um crescimento de P.gingivalis.

Slutzky-Goldberg et al., 2008 comparam o AH Plus, Apexit Plus, Epiphany SE e
Roekoseal a fresco e envelhecidos 1; 2; 7 e 14 dias através do DCT em contacto direto
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com uma estirpe clinica de Enterococcus faecalis durante 16 horas. Os resultados do AH
Plus em todos os tempos séo semelhantes aos do controlo positivo, pelo que este ndo teve
efeitos antibacterianos.

Cobankara et al., 2004 testaram a fresco o Ah Plus, RoekoSeal, Ketac™ Endo, Sealapex e
Sultan contra o Enterococcus faecalis através do DCT. Para o DCT foram feitas 12
medic¢des, uma cada 30 minutos, durante as 6 primeiras horas, e 12 medic¢des nas 6 horas
finais, tendo o teste durado 19 horas. O AH Plus fresco inibiu o crescimento da bactéria
durante todo o estudo do DCT.

O MTA Fillapex, ap6s a mistura das duas pastas, &€ composto basicamente por MTA,

resina salicilato, resina natural, bismuto e silica.

Del Carpio-Perochena et al., 2015, citando Zhou et al., afirmam que o MTA Fillapex
consegue manter um pH alcalino até 5 semanas. Os altos valores de pH do MTA poderao
ser, segundo estes autores, um dos fatores que contribuem para o seu efeito

antibacteriano.

A incorporacdo de componentes antimicrobianos em cimentos endodonticos pode
tornar-se um fator essencial no combate aos microrganismos que persistem no interior do

sistema de canais radiculares (Weiss et al., 1996).

Citando Gjorgievska et al., 2013: “Em principio, ¢ possivel melhorar as propriedades

antimicrobianas dos materiais através da adi¢do de agentes antimicrobianos.”.

Na experiéncia de Ruiz-Linares et al., 2013, o digluconato de clorhexidinaa 1% e 2% e a
cetrimida a 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4% e 0,5% e combinacBes entre ambos, foram
incorporados no cimento AH Plus e ndo alteraram significativamente as propriedades

fisicas do mesmo.

Bailon-Sanchez, Baca, Ruiz-Linares, & Ferrer-Luque, 2014 continuaram a experiéncia de
Ruiz-Linares et al., 2013 e utilizaram o cimento AH Plus envelhecido 48 horas com a
adicdo de digluconato de clorhexidina a 1% e 2%, e a cetrimida a 0,1%; 0,2%; 0,3%;
0,4% e 0,5%, e combinagdes entre ambos. Neste teste foram utilizadas formas
planctonicas e em biofilme de Enterococcus faecalis. Em relacdo a forma planctonica, o
AH Plus misturado com CHX mostrou um menor efeito antimicrobiano do que sem a

adicdo de CHX, e as combinagdes de AH Plus com cetrimida mostraram uma atividade
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antimicrobiana dependente da concentracdo, embora nenhuma das concentragdes
incorporadas no AH Plus tenha conseguido erradicar a bactéria. Ja no que toca a forma de
biofilme, o AH Plus com CHX demonstrou uma inibicdo em relacdo direta com a
concentracdo usada de digluconato de clorhexidina, mas nenhuma das concentrac6es
conseguiu a inibicdo completa da formacdo do biofilme, enquanto a concentracdo de
0,2% de cetrimida foi suficiente para impedir a formagéo de biofilme. Quando misturados
os dois compostos no AH Plus, obteve-se um efeito sinérgico, pelo que foi necessario
apenas 0,3% de cetrimida quando combinado com 2% de CHX para erradicar a bactéria,

e apenas 0,1% de cetrimida e 1% CHX para alcancar a inibicdo da formacéo do biofilme.

Kesler Shvero et al., 2013 resolveram incorporar nanoparticulas antibacterianas
insollveis de amédnio quaternario com concentracdes de 0,5%, 1% e 2% em relacdo ao
peso do cimento onde foram incorporadas. Foram utilizados os cimentos AH Plus e o
Guttaflow® envelhecidos 4 semanas, realizou-se o ADT durante 48 horas e o DCT
durante 14 horas, para testar o efeito antibacteriano contra o Enterococcus faecalis. Em
relagdo ao DCT, houve inibi¢do do crescimento da bactéria, directamente proporcional &
concentracdo de nanoparticulas, tendo a inibicdo completa sido conseguida com a
concentracdo de 2%, e houve um efeito limitado no caso do AH Plus sem nanoparticulas.
No caso do ADT ndo foi verificado nenhum halo de inibicdo, com nenhuma das
concentracdes utilizadas. Barros, Silva, Rodrigues, et al., 2014 justificam estes resultados
diferentes devido ao método utilizado (método turbidimétrico), pelo facto de as
nanoparticulas poderem influenciar a densidade Otica da amostra, e por terem sido

utilizados diferentes lotes dos cimentos.

Gong et al., 2014 incorporaram nanoparticulas de amonio quaternario com concentracoes
de 0%; 2%; 4% e 8% em relacdo ao peso do cimento onde foram incorporadas. Foi
utilizado o cimento AH Plus envelhecido 4 semanas, e foi feito um DCT ap6s 5 horas de
contacto, para testar o efeito antibacteriano contra o Enterococcus faecalis. Sem a
incorporagdo de nanoparticulas, ou seja, s6 o cimento AH Plus, ndo houve inibi¢do do
crescimento bacteriano, comparando com o grupo de controlo. Com a incorporacdo das

nanoparticulas, o seu efeito foi directamente proporcional a concentracao utilizada.

Ja Del Carpio-Perochena et al., 2015 citam estudos onde o efeito antimicrobiano de um
cimento de oxido de zinco-eugenol foi potenciado pela adicdo de nanoparticulas de

quitosano, e mesmo estes autores realizaram um estudo onde adicionaram estas
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nanoparticulas, bem como carboximetil-quitosano a um cimento resinoso (ThermaSeal®)
e a0 MTA Fillapex, e os testaram contra o Enterococcus faecalis em discos de papel
embebidos com a bactéria. Colocaram estes discos, em contacto com 0s cimentos durante
30 minutos a 37°C. Depois, colocaram-nos em meio BHI, a solucdo foi diluida e
procederam a contagem das CFU. Fez-se 0 mesmo protocolo mas com uma membrana a
separar o disco de papel dos cimentos. No caso do MTA Fillapex, obtiveram uma
reducdo bacteriana independentemente da adi¢do das nanoparticulas. No outro cimento
observaram melhores resultados nos grupos que tinham as nanoparticulas, comparando
com 0s que ndo tinham este composto. O teste que tinha uma membrana reduziu a acao

antimicrobiana, mas néo foi suficiente para impedir algum efeito antibacteriano.

Barros et al., 2014 adicionaram nanoparticulas de polietilenimina com 2% de amdnio
quaternario ao cimento AH Plus e Pulp Canal Sealer” EWT, um cimento de 6xido de
zinco-eugenol, e testaram-no em contacto direto e através de membranas contra biofilme
de Enterococcus faecalis, obtendo uma reducéo bacteriana nos cimentos que continham

as nanoparticulas.

Em outro estudo, Barros, Silva, Rodrigues, et al., 2014, adicionaram nanoparticulas de
polietilenimina com 1% e 2% de amonio quaternario ao cimento AH Plus e Pulp Canal
Sealer EWT com os cimentos testados a fresco e envelhecidos 7 dias, e nos tempos de
contacto de 10, 30 e 60 minutos, contra uma estirpe de colecdo e duas estirpes clinicas de
Enterococcus faecalis, utilizando o DCT. O cimento AH Plus a fresco e sem
nanoparticulas mostrou erradicacdo bacteriana apenas aos 60 minutos contra uma das
estirpes. A incorporacdo de nanoparticulas nos cimentos testados a fresco ndo melhorou
significativamente o efeito antibacteriano. Apés 7 dias de envelhecimento, o cimento nédo
modificado perdeu o seu efeito antibacteriano e a adicdo de nanoparticulas também néo
provocou efeitos no AH Plus. A incorporacdo de nanoparticulas no AH Plus,
independentemente da concentracdo das mesmas, nao potenciou o0s efeitos
antibacterianos do cimento, quer a fresco, quer envelhecido. Segundo os autores, a
informacgdo dos efeitos bactericidas € mais relevante clinicamente, uma vez que as
bacterias residuais que sao inibidas pelo agente antimicrobiano, podem comecar a crescer
novamente quando o efeito inibitorio acaba. Além de avaliar os efeitos bacteriostaticos, o
DCT baseado na medicdo da densidade otica pode ser influenciado por particulas que se

desprendam do cimento na parede.
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Gjorgievska et al., 2013 incorporaram cloreto de benzalcénio a 2% e cloreto de
cetilpiridinio a 2% nos cimentos endodonticos AH Plus, RoekoSeal, Endomethasone N,
N2® e Apexit Plus, e testaram o efeito antibacteriano apés 2, 7 e 21 dias de incubagéo
contra as espécies de S. mutans, Lactobacillus casei e Actinomyces viscosus, através do
ADT. A incorporacdo das duas substancias aumentou a capacidade antibacteriana dos
cimentos em todos os casos, quando comparados sem a incorporacdo das substancias.
Mas ainda assim, ao longo do tempo, os efeitos antimicrobianos, quer com a

incorporacdo dos agentes, quer sem a incorporacao, foram reduzindo.

Baer & Maki, 2010, utilizaram o teste de contacto direto para avaliar o efeito
antibacteriano do cimento Pulp Canal Sealer EWT, Real Seal SE e AH Plus, com e sem a
adicdo de amoxicilina, contra Enterococcus faecalis, e com 0s cimentos frescos,
envelhecidos 1, 3 e 7 dias. Os grupos onde foi incorporada amoxicilina obtiveram uma
completa inibicdo do crescimento do Enterococcus faecalis, e ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os varios tempos de envelhecimento. Os grupos onde
ndo foi incorporado o antibidtico, ndo inibiram o crescimento da bactéria. Também néo
houve diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de envelhecimento.
Concluindo, os cimentos com amoxicilina foram estatisticamente superiores
relativamente a eliminacdo de Enterococcus faecalis, do que o0s cimentos sem

amoxicilina, quer a fresco, quer ap6s 0 tempo de presa.

Considerando os resultados obtidos no nosso estudo, na analise por grupos, pode-se
constatar que o cimento MTA Fillapex com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 3%
foi o mais eficaz e 0 AH Plus sem a adicdo de digluconato de clorhexidina o de menor
capacidade antimicrobiana. Estas diferencas sdo estatisticamente significativas. Os
grupos onde o digluconato de clorhexidina foi incorporado apresentaram valores mais
baixos de turvez em relacdo aos grupos onde o cimento ndo foi modificado, com
significado estatistico exceto no grupo do cimento AH Plus com a adi¢éo de digluconato
de clorhexidina a 2% em relacdo ao grupo do cimento AH Plus sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina. O digluconato de clorhexidina a 3% obteve valores de
absorvancias mais baixos que o digluconato de clorhexidina a 2%, e comparando as duas
concentracdes, houve significado estatistico. Entre o AH Plus sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina e o MTA Fillapex sem a adicdo de digluconato de

clorhexidina, o0 MTA Fillapex apresentou uma média de absorvancia menor, mas sem
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diferencas significativamente estatisticas. Consultando a literatura, nenhum estudo

comparou, até a data, estes dois cimentos com ou sem a adic¢éo de clorhexidina.

Observamos que o0s resultados na analise de grupos variam dependendo do
microrganismo. Relativamente & comparacdo dos grupos em funcdo do desempenho
antimicrobiano face a Candida albicans, observou-se que o grupo que teve o valor mais
baixo de absorvancia foi o cimento MTA Fillapex com a adicdo de digluconato de
clorhexidina a 3% e o que apresentou o valor mais elevado de absorvancia foi o cimento
MTA Fillapex sem a adigdo de digluconato de clorhexidina, tendo havido significado
estatistico entre os dois. O cimento AH Plus sem adicdo de digluconato de clorhexidina
apresentou um efeito antifangico mais eficaz que o cimento MTA Fillapex sem a adicédo
de digluconato de clorhexidina, com significado estatistico, mas no entanto, este efeito
foi-se dissipando & medida que foi sendo adicionada uma maior concentracdo de
digluconato de clorhexidina, mas sem diferencas estatisticamente significativas. Este
efeito pode ter-se dado devido & interacdo do digluconato de clorhexidina com os
componentes do AH Plus. Pelo contrario, no caso do MTA Fillapex, a adicdo de
digluconato de clorhexidina foi melhorando a capacidade antifingica do mesmo,

existindo diferencas estatisticas sé entre os grupos em que foi testado o MTA Fillapex.

Relativamente aos resultados do Enterococcus faecalis, constatou-se que o cimento que
teve o menor resultado de absorvancia foi o cimento MTA Fillapex com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 3% e o que apresentou o maior resultado de absorvancia foi
0 cimento MTA Fillapex sem a adicdo de digluconato de clorhexidina, tendo havido
significado estatistico entre os dois, tal como se sucedeu para a Candida albicans. O
cimento AH Plus sem adicdo de digluconato de clorhexidina apresentou um efeito
antibacteriano mais eficaz que o cimento MTA Fillapex sem a adi¢do de digluconato de
clorhexidina, mas ndo foi encontrado significado estatistico. Este efeito, ao contrario do
que se sucedeu para a Candida albicans, foi sendo mais eficaz para os dois cimentos, a
medida que foi adicionada uma maior concentracdo de digluconato de clorhexidina.
Verificaram-se diferengas estatisticamente significativas entre os 2% e os 3% de
digluconato de clorhexidina no caso do cimento AH Plus, e entre todos os grupos do
MTA Fillapex.

No estudo de Faria-Janior et al., 2013, onde foram utilizados os cimentos AH Plus,
Sealer 26, Epiphany SE, Sealapex, Activ GP, MTA Fillapex e um cimento experimental
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de MTA, envelhecidos 2 e 7 dias, 0 MTA Fillapex provocou uma subida do pH, mas néo
conseguiu eliminar completamente o Enterococcus faecalis sob a forma de biofilme, mas
reduziu as CFU/ ml entre a 52 e a 15? horas, enquanto o AH Plus n&o provocou nenhuma
reducdo na quantidade de CFU/mI durante os periodos de contacto estudados, que foram
asb5h,10he15h.

No que toca a variavel tempo de envelhecimento, escolhemos o tempo a fresco, porque é
0 que acontece clinicamente, quando o cimento € introduzido no interior dos canais
radiculares. O tempo de 24 horas foi escolhido porque, segundo as instrucdes dos
fabricantes, ja ocorreu a presa dos materiais. O tempo de 168 horas ja foi utilizado em
alguns estudos (Barros, Silva, Rocas, et al., 2014; Pizzo et al., 2006), e pelo motivo de ter
um tempo intermédio entre este e as 24 horas, foi decidido estudar também as 72 horas o
tempo de envelhecimento. Estes tempos foram utilizados para todos os grupos, de forma

a padronizar os critérios.

Considerando entdo a variavel tempo de envelhecimento, vimos que esta influencia a
capacidade antimicrobiana para os dois microrganismos de forma semelhante. Em relacéo
a Candida albicans, verificaram-se valores mais baixos de absorvancia para 0s grupos
com os cimentos envelhecidos 24 horas, e valores mais altos de absorvancia para 0s
grupos com os cimentos envelhecidos 168 horas, com diferencas estatisticamente

significativas.

Ja em relacdo ao Enterococcus faecalis, os resultados mais baixos de absorvancia
verificaram-se nos grupos com o0s cimentos envelhecidos 72 horas, e resultados mais
elevados de absorvancia nos grupos com o0s cimentos envelhecidos 168 horas, com
diferengas estatisticamente significativas.

Analisando agora esta variavel, mas por grupo e por microrganismo, no que toca a
Candida albicans, o valor médio mais baixo de absorvancia foi obtido pelo grupo do
cimento MTA Fillapex envelhecido 72 horas e com adicdo de digluconato de
clorhexidina a 3%, e o valor médio mais alto de absorvancia foi o do grupo do cimento
MTA Fillapex envelhecido 168 horas e sem adicdo de digluconato de clorhexidina. N&o

houve diferencas estatisticamente significativas.

No que toca ao Enterococcus faecalis, o valor médio mais baixo de absorvéncia foi o do

cimento MTA Fillapex envelhecido 72 horas com a adicdo de digluconato de
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clorhexidina a 3%, e o valor médio mais alto de absorvéncia foi o do cimento MTA
Fillapex envelhecido 168 horas sem a adigdo de digluconato de clorhexidina. Apesar de
ndo existirem diferencas estatisticamente significativas, os resultados do cimento AH
Plus sem adicdo de digluconato de clorhexidina mostram que o cimento vai perdendo a
eficacia ao longo do tempo. Esta observacao vai de acordo aos estudos de Barros, Silva,
Rodrigues, et al., 2014; Heyder et al., 2013; Pizzo et al., 2006; H. Zhang et al., 2009, mas
contraria os resultados de Baer & Maki, 2010, onde os cimentos sem amoxicilina
mantiveram atividade durante os 7 dias de envelhecimento, e os resultados de Slutzky-
Goldberg et al., 2008, onde o0 AH Plus ndo apresentou qualquer efeito antibacteriano,
nem a fresco nem envelhecido 24 horas, 48 horas, 7 e 14 dias; e de Faria-Junior et al.,
2013, onde o AH Plus foi ineficaz quer aos 2 dias de envelhecimento, quer aos 7 dias. As

diferencas podem ser por causa da metodologia utilizada.

Em relacdo ao MTA Fillapex sem a adicdo de digluconato de clorhexidina, verifica-se a
mesma situacao, onde, apesar de ndo haver diferencas estatisticamente significativas, este
cimento a fresco foi 0 que apresentou a média de absorvancia menor, quando comparado
com os restantes tempos. O MTA Fillapex foi eficaz contra o Enterococcus faecalis no
estudo de Morgental et al., 2011, pelo teste de difusdo em agar quando foi testado a
fresco. No entanto, quando testado pelo método do contacto direto com 7 dias de
envelhecimento néo teve efeito antibacteriano. Mas de acordo com os resultados do teste
de contacto direto realizados por Faria-Junior et al., 2013, o MTA Fillapex demonstrou
ter atividade antibacteriana mesmo envelhecido 2 e 7 dias, ap6s o0 contacto com o

Enterococcus faecalis sob a forma de biofilme as 5 horas; 10 horas e 15 horas.

Foi realizada a andlise tendo em conta a variavel tempo de contacto por microrganismo.
Foram selecionados os intervalos de tempo de O horas; 6 horas; 10 horas e 30 horas para
serem estudados no caso do microrganismo Candida albicans e os intervalos de tempo de
0 horas; 2,5 horas; 5 horas e 10 horas para serem estudados no caso do microrganismo
Enterococcus faecalis. O facto de os microrganismos serem diferentes, e
consequentemente, apresentarem diferentes curvas de crescimento, é o motivo pelo qual

0s tempos selecionados ndo sejam exatamente iguais.

Estes tempos foram selecionados, no caso das 0 horas que é quando comega a haver
crescimento microbiano, os tempos de 6 horas para a Candida albicans e 2,5 horas para o

Enterococcus faecalis sdo os valores em que comeca a curva de crescimento exponencial,
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os tempos de 10 horas para a Candida albicans e 5 horas para o Enterococcus faecalis
séo os tempos a meio da curva de crescimento, e finalmente os tempos de 30 horas para a
Candida albicans e 10 horas para o Enterococcus faecalis € quando se atinge a fase

estacionaria ou “plateau ”, do crescimento.

Os resultados contra a Candida albicans, mostram que os cimentos foram mais eficazes
as 0 horas de contacto, e menos eficazes as 30 horas de contacto, com diferencas
estatisticamente significativas, e a medida que o tempo de contacto ia aumentando, 0s

cimentos revelaram-se menos eficazes.

Considerando agora o Enterococcus faecalis, os resultados do nosso estudo v@o no
mesmo sentido do que os da Candida albicans, sendo o maior efeito observado as 0

horas, e 0 menor as 10 horas, com diferencas estatisticamente significativas.

Analisando esta variavel, mas por grupo e por microrganismo, no que toca a Candida
albicans, os resultados seguem a mesma tendéncia da analise anterior, tendo em todos os
grupos o tempo de contacto as 0 horas sido o que apresentou maior efeito antifingico, e o
de 30 horas o que apresentou menor efeito antifungico. Dentro de cada grupo ndo houve
diferencas estatisticamente significativas. De todos os grupos, o0 que apresentou valor
médio de absorvancia mais baixo foi o do cimento MTA Fillapex com a adicdo de
digluconato de clorhexidina a 3% as 0 horas de contacto, e 0 que apresentou o valor
médio de absorvéancia foi o do cimento MTA Fillapex sem a adicdo de digluconato de
clorhexidina as 30 horas de contacto. Entre estes dois grupos ndo houve diferencas

estatisticamente significativas.

Finalmente, a respeito do Enterococcus faecalis, verificou-se que a tendéncia continua a
ser seguida, tendo em todos os grupos, o tempo de contacto as O horas, demonstrado
maior efeito antibacteriano, e o de 10 horas o menor efeito antibacteriano. Dentro de cada
grupo ndo houve diferencas estatisticamente significativas. Entre todos os grupos, o que
apresentou valor médio de absorvancia mais baixo foi o do cimento AH Plus sem adicéo
de digluconato de clorhexidina as 0 horas de contacto, e com o mesmo valor o cimento
MTA Fillapex com a adi¢do de digluconato de clorhexidina a 3% as O horas de contacto,
e 0 que apresentou o maior valor médio de absorvancia foi o do cimento MTA Fillapex
sem a adicdo de digluconato de clorhexidina as 10 horas de contacto. Entre estes grupos

nédo houve diferengas estatisticamente significativas.
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V — Conclusotes

A questdo de um efeito antimicrobiano adjuvante dos cimentos tem-se tornado cada vez
mais um fator importante, especialmente do ponto de vista clinico, porque ndo €
incomum a persisténcia de microrganismos nos tabulos dentinarios apds o tratamento

endodéntico, sendo um dos principais motivos para a falha do mesmo.

Assim, € de interesse, especialmente para o clinico, conhecer que efeito antimicrobiano
pode ser esperado com a utilizacdo de cimentos disponiveis comercialmente, e se a

adicdo de digluconato de clorhexidina aos mesmos, potencia ou néo este desejado efeito.

No entanto, face aos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que, na observacgéo
geral sem ter em consideracéo as diferentes variaveis, 0 MTA Fillapex apresentou valores
de absorvancia mais baixos do que o AH Plus em todos os casos, o que significa que teve
uma maior capacidade antimicrobiana. A medida que foi sendo incorporado o
digluconato de clorhexidina, houve um aumento do efeito antimicrobiano. No caso do
AH Plus, ndo houve significado estatistico entre o grupo sem a adicéo de digluconato de
clorhexidina e o grupo com a adigdo de digluconato de clorhexidina a 2%, mas houve
entre os restantes grupos, pelo que a concentracdo a 3% foi a que apresentou maior
eficacia antimicrobiana, com diferencas estatisticamente significativas. No caso do
cimento MTA Fillapex, com o0 aumento da concentracdo de digluconato de clorhexidina,

verificou-se um aumento significativo da capacidade antimicrobiana.

Contra a Candida albicans, o AH Plus sem adi¢do de digluconato de clorhexidina,
apresentou maior capacidade antifungica que o MTA Fillapex sem adicdo de digluconato
de clorhexidina. Neste caso, a adi¢do de clorhexidina revelou efeitos contrarios consoante
o cimento. No caso do AH Plus, a incorporacdo de digluconato de clorhexidina
demonstrou uma perda da capacidade antifingica a medida que a concentracdo de
digluconato de clorhexidina foi aumentando, sem diferencas estatisticamente
significativas. No sentido inverso, a incorporacdo de maiores concentragcbes de
digluconato de clorhexidina no cimento MTA Fillapex, traduziu-se num maior efeito

antifngico, com diferencas estatisticamente significativas.

Contra o Enterococcus faecalis, 0 AH Plus sem adigcéo de digluconato de clorhexidina
teve um efeito antibacteriano maior do que o MTA Fillapex sem adigéo de clorhexidina.

Ao contrério do verificado em relagdo & Candida albicans, a incorporacao de digluconato
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de clorhexidina potenciou o efeito antibacteriano do AH Plus, e a medida que se foi
aumentando a concentracdo da mesma, maior o efeito antibacteriano observado. No caso
do AH Plus, ndo houve significado estatistico entre o grupo sem a adi¢do de digluconato
de clorhexidina, e o grupo com adicéo de digluconato de clorhexidina a 2%, mas houve
entre os restantes grupos, pelo que a concentracdo a 3% foi a que apresentou maior
eficacia antimicrobiana, com diferencas estatisticamente significativas. No cimento MTA
Fillapex, o aumento da concentracdo de digluconato de clorhexidina causou um aumento
mais marcado da capacidade antibacteriana, com diferencas estatisticamente

significativas.

Tendo em consideracdo apenas o tempo de envelhecimento, os resultados obtidos
sugerem que este influencia a capacidade antimicrobiana, e desde o tempo a fresco até ao
tempo em que os cimentos j& tinham tomado presa, as 24 horas de envelhecimento,
verificou-se um aumento da capacidade antimicrobiana que se manteve até as 72 horas no
caso do Enterococcus faecalis. No caso da Candida albicans, as 72 horas comecou a
haver diminuicdo da capacidade antimicrobiana. A partir deste tempo, a capacidade
antimicrobiana foi reduzindo, como observavel as 168 horas. Tal observacdo é vélida

para 0s dois microrganismos.

Quando feita a analise do tempo de envelhecimento nos diferentes grupos para a Candida
albicans, o cimento AH Plus sem a adicdo de digluconato de clorhexidina apresentou
maior efeito antimicrobiano que o cimento MTA Fillapex sem a adi¢do de digluconato de
clorhexidina, até as 72 horas. A partir das 72 horas, o MTA Fillapex sem a adicdo de
digluconato de clorhexidina aumentou ligeiramente a sua atividade antimicrobiana
guando comparado com o AH Plus, mas voltou a ser menos eficaz que o anterior, sem a
adicdo de digluconato de clorhexidina, as 168 horas. N&o houve diferencas
estatisticamente significativas. Foi observada a mesma situacdo quando em contacto com
0 Enterococcus faecalis. A incorporagdo de maiores concentracdes de digluconato de
clorhexidina aumentou no mesmo sentido a capacidade antimicrobiana do cimento AH
Plus, em comparagdo com os dois grupos onde o digluconato de clorhexidina néo foi
incorporado, nos mesmos tempos de envelhecimento, embora ndo tenham sido
encontradas diferencas estatisticamente significativas. O mesmo foi observavel para o

cimento MTA Fillapex nos dois microrganismos.

90



Conclusoes

Observando o tempo de contacto, os resultados obtidos sugerem que este influencia a
capacidade antimicrobiana, e desde o tempo de contacto as O horas, até as 30 horas, no
caso da Candida albicans, e até as 10 horas, no caso do Enterococcus faecalis, houve
uma diminuicdo da capacidade antimicrobiana, sendo este resultado estatisticamente
significativo. No caso da Candida albicans, a perda da capacidade antimicrobiana dos

cimentos foi mais acentuada do que no caso do Enterococcus faecalis.

Finalmente, considerando o tempo de contacto, por grupos e por microrganismo, 0 grupo
do cimento AH Plus sem a adi¢do de digluconato de clorhexidina, apresentou uma maior
capacidade antimicrobiana quando comparado com o grupo do cimento MTA Fillapex
sem a adicdo de digluconato de clorhexidina, sendo esta diferenca mais evidente nos dois
primeiros tempos de contacto, para ambos 0s microrganismos, embora ndo exista
diferencas estatisticamente significativas. O facto de ser incorporado o digluconato de
clorhexidina levou a uma diminuicdo da capacidade antimicrobiana no caso do cimento
AH Plus, nos dois primeiros tempos de contacto com a Candida albicans e com o
Enterococcus faecalis. Relativamente ao AH Plus, com a adi¢do de digluconato a 3%,
proporcionou um aumento da absorvancia nos tempos de contacto de 10 horas e 30 horas,
no caso da Candida albicans e nas 5 horas de contacto, no caso do Enterococcus faecalis,
em relacdo a adicdo de 2%. Quando foi incorporado digluconato de clorhexidina no
cimento MTA Fillapex, verificou-se um aumento da capacidade antimicrobiana
proporcional a concentracdo, em todos os tempos de contacto, pelo que, tanto para a
Candida albicans, como para o Enterococcus faecalis, 0 maior efeito antimicrobiano foi
observado no grupo do cimento MTA Fillapex com a incorporacdo de digluconato de

clorhexidina a 3%. Nao houve diferencas estatisticamente significativas.

Perante os resultados obtidos, pode-se afirmar que os objetivos foram cumpridos, € a
hipo6tese nula rejeitada, uma vez que foram verificadas diferencas na capacidade

antimicrobiana dos materiais testados.

No entanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar possiveis efeitos citotoxicos e a
capacidade de selamento dos materiais testados. O mesmo tipo de estudo, mas com outros
cimentos disponiveis no mercado, também podera ser um desafio interessante a

considerar.
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