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RESUMO

Estudou-se a influéncia do modelo experimental no efeito
antimicrobiano do MTA (Cinza e Branco) e do cimento Portland
(Cinza e Branco). Utilizou-se o Enterococcus faecalis, isoladamen-
te ou associado a uma mistura com outros microrganismos: Sta-
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subitilis e
um fungo, a Candida albicans. Para o teste por contato direto, 108
cones de papel foram contaminados e expostos aos materiais se-
ladores por 24, 48 e 72 horas. Os cones de papel foram imersos
em 10 mL de Letheen Broth e incubados a 37°C por 48 horas. Na
seqiiéncia, um indculo de 0,1 mL do Letheen Broth foi transferido
para 10 mL de Brain Heart Infusion sob as mesmas condigdes de
incubagao, para posterior avaliagdo do crescimento microbia-
no. Para o teste de difusao em agar, 24 placas de Petri com 20

mL de BHI 4gar foram inoculados com 0,1 mL das suspensoes
microbianas descritas. Para cada placa, cinco cavidades com 4
mm de profundidade e 4 mm de didmetro foram preparadas e
preenchidas com um dos seladores testados (n=10). As placas
foram pré-incubadas por uma hora em temperatura ambiente e,
a seguir, incubadas a 37°C por 48 horas. As zonas de inibi¢ao mi-
crobiana foram medidas em milimetros. O modelo experimen-
tal empregado influenciou nos resultados. Os agentes seladores
testados apresentaram efetividade antimicrobiana decorridas
24 horas de exposicao por contato direto e inefetivos por meio
de difusao em Agar.

PALAVRAS-CHAVE: Cimento Portland, MTA, Mineral Trio-
xide Agregate, Perfuragdo radicular, selamento radicular.

INTRODUCAO

O tratamento de elei¢ao para os fracassos endodonticos du-
rante muitos anos era a cirurgia parendodontica ou a exodontia.
Uma série de eventos decorrentes da evolugao de processos ca-
riosos, reabsor¢des dentdrias ou acidentes durante procedimen-
tos clinicos podem favorecer a comunica¢ao da polpa dentdria
e do sistema de canais radiculares com a superficie externa do
dente. Essa condicao pode levar a exposigao da polpa dentaria e
tecidos periapicais a cavidade bucal e conseqiientemente conta-
minagao por microrganismos’.

O tratamento dessa condi¢ao depende do adequado selamen-
to da comunicagao. Assim, o trajeto da comunicagao entre o sis-
tema de canais radiculares e o periodonto deve ser selado com
um material restaurador capaz de adaptar as paredes da area
de comunicagao, de modo a evitar infiltracdo microbiana e dos
fluidos periodontais, além de favorecer um reparo bioldgico.

Diferentes materiais foram propostos para tal finalidade,
dentre eles atualmente se discute muito o Mineral Trioxide
Agregate (MTA). O MTA foi estudado inicialmente em 1993 por
Lee et al.”. Cinqlienta molares superiores e inferiores foram per-
furados com em um dos orificios de entrada dos canais mesiais
até a face mesial da raiz mesial, utilizando brocas esféricas n° 2.
Os dentes foram seccionados ao longo de seus eixos expondo
o sitio de perfuragao obturado. O grau de infiltracdo na inter-
face corondria e apical entre o material obturador e a estrutura
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dentdria foi medido com auxilio de microscopio. O MTA apre-
sentou menor indice de infiltracio quando comparado com o
IRM e o Amalgama. Torabinejad ef al.?, em 1993, compararam
a capacidade de selamento do MTA com a do Amalgama e do
Super-EBA, quando utilizados como materiais retrobturadores.
Exceto nos modelos obturados com MTA, a maioria das sec¢Oes
mostraram a presenca de fendas e espagos vazios entre o mate-
rial retro-obturador e as paredes da cavidade. A melhor adap-
tagdo e menor parcela de formagao de fendas foi encontrada
em cavidades obturadas com o MTA. Nos espécimes obturados
com Amalgama e Super-EBA graus variados de penetracao fo-
ram observados (no grupo do Super-EBA o corante incorporou
ao material, em alguns casos). No grupo do MTA a maioria da
amostra nao mostrou penetracao do corante e o restante apre-
sentou infiltracdo minima.

Varios estudos*!” mostraram que o MTA apresentou adequa-
das caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, o que permitiu a
sugestao como material de eleigao para o tratamento das diver-
sas situacdes clinicas que envolvem a comunicacao da camara
pulpar e sistema de canais radiculares com a cavidade bucal
e com o periodonto. Como conseqiiéncia, o emprego do MTA
pode ser justificado em situagdes clinicas como o tratamento
conservador da polpa (em casos de pulpotomia e capeamento
pulpar), como material estimulador da apecificagdo, tratamen-
to de perfuragoes resultantes de reabsor¢des internas e externas
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comunicantes, barreira intracorondria prévia ao clareamento
dental e como tampao apical em casos de dificuldades de tra-
vamento do cone principal. Além dessas indicacdes, o MTA tem
sido comumente usado com material obturador e retrobturador.

Wucherpfenning & Green'' chamaram a atencao para as ca-
racteristicas similares entre o MTA e o Cimento Portland, aces-
sivel nas casas de suprimento para constru¢ao. Macroscopica-
mente, microscopicamente e pela analise de difracdo de raio-X
ambas substancias pareciam ser idénticas. Observa¢ao micros-
cdpica confirmou que ambos materiais tém um efeito muito
similar nas células pulpares. Aposi¢ao de dentina reparadora
foi vista em alguns casos tao cedo quanto duas semanas apos a
injuria com ambos materiais. Estrela et al. (2000) investigaram a
agao antimicrobiana do MTA, cimento Portland, pasta de hidré-
xido de calcio, Sealapex e Dycal, e analisaram os elementos qui-
micos do MTA e duas amostras de cimento Portland. O MTA,
o cimento Portland e o Sealapex apresentaram somente zonas
de difusao. Os cimentos Portland apresentaram os mesmos ele-
mentos quimicos que o MTA, excetuando que o MTA também
apresenta na sua constitui¢do, o bismuto.

Considerando as observagoes da similaridade entre os ma-
teriais Mineral Trioxide Aggregate e cimento Portland, parece
oportuno e justificavel o presente estudo que tem como objetivo
analisar a influéncia do modelo experimental no efeito antimi-
crobiano do MTA e do cimento Portland.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizados cinco cepas de mi-
crorganismos obtidas da American Type Culture Collection: 1. Sta-
phylococcus aureus (ATCC 6538); 2. Enterococcus faecalis (ATCC
29212); 3. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); 4. Bacilus subti-
lis (ATCC 6633); 5. Candida albicans (ATCC 10231).

As cepas foram inoculadas em 7 mL de Brain Heart Infusion
(BHI; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) e incubadas a 37°C
por 24 horas. Os microrganismos indicadores foram cultivados
nas superficies do Brain Heart Infusion Agar (BHIA, Difco La-
boratories, Detroit, MI, USA) seguindo as mesmas condigdes
da incubac@o; células microbianas foram suspensas em solugao
fisiologica para dar uma concentragao final de cerca de 3 x 10°
células/mL, semelhante ao tubo n® 1 da escala MacFarland. As-
sim, utilizou-se como indicadores o Enterococcus faecalis (ATCC
29212). Um mililitro de cada suspensao pura foi usado para
obter uma mistura dos microrganismos testados (S. aureus + E.
faecalis + P. aeruginosa + B. subtillis + C. albicans)™®.

Os materiais seladores de comunicagdes radiculares testados
neste experimento foram:

MTA Angelus® Branco (Angelus Solugdes em Odontologia,
Londrina, PR, Brasil);

MTA Angelus® Cinza (Angelus Solugdes em Odontologia,
Londrina, PR, Brasil);

Cimento Portland Cinza (Cimento Goias, CPII, F32, Goiania,
GO, Brasil);

Cimento Portland Branco (Estrutural, Votoran Branco, cimen-
to Rio Branco SA, RJ, Brasil);
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Teste por exposigio direta

Para o teste de exposicao direta, 108 cones de papel absor-
ventes de ntimeros 50 (Tanari, Tanariman Industria, Ltda, Ma-
nacaru, AM, Brasil), foram esterilizados por autoclavacao e,
posteriormente, transportados para placas de Petri e imersos
nas suspensoes microbianas experimentais (E. faecalis / mistura
microbiana - S. aureus + E. faecalis + P. aeruginosa + B. subtillis + C.
albicans), durante 5 minutos, objetivando o processo de contami-
nacao. Decorrido esse periodo, os cones de papel foram distri-
buidos em placas de Petri, cobertos completamente com os dife-
rentes seladores (preparados em forma de bastao, como forma
de facilitar a fragmentagao para a posterior remocao dos cones
de papeis). A clorexidina a 2% foi utilizada como grupo controle
negativo, e a dgua destilada esterilizada como grupo controle
positivo, considerando-se os periodos de tempo estudados.

A intervalos de 24, 48, 72 horas, 36 cones de papel absorven-
tes foram removidos do contato com os materiais testes, trans-
portados e imersos, individualmente, para 10 mL de Letheen
Broth (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) acrescido dos ini-
bidores Tiossulfato de Sédio P.A. (Art Laboratories®, Campinas,
SP, Brasil) e Tween 80 (Vetec Quimica Final Ltda, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), ambos nas concentracdes de 1%. Na seqiiéncia, o ma-
terial microbiologico foi incubado a 37°C por 48 horas, em am-
biente favoravel as exigéncias respiratdrias dos microrganismos
indicadores e entdo, analisados macroscopicamente, quanto a
presenca ou auséncia de turvagao, indicativa, ou nao, de cresci-
mento de microrganismos. Foram empregados mais dois gru-
pos controles, um negativo e um positivo. O controle negativo
foi feito em 10 mL de Letheen Broth, enquanto o controle positivo
foi feito com a inoculagdo de 0,1 mL dos microrganismos em
10 mL de Letheen Broth, para se analisar se os microrganismos
utilizados no experimento estavam ou nao viaveis'.

Teste por difusdo em dgar

Para o teste de difusdao em agar foram utilizadas 24 placas de
Petri com 20 mL de BHI 4gar (BHIA, Difco Laboratories, Detroit,
MI, USA) que foram inoculados com 0,1 mL da suspensao mi-
crobiana pura de E. faecalis e uma mistura (S. aureus + E. faecalis
+ P. aeruginosa + B. subtillis + C. albicans), com o auxilio de swabs
estéreis, espalhadas no meio de cultura, obtendo-se um cresci-
mento confluente. Para cada placa, cinco cavidades foram pre-
paradas (valendo-se de um anel de cobre, com 4 mm de profun-
didade e 4 mm de didmetro) e completamente preenchidas com
um dos seladores testados (n=10, 5 cavidades para cada duas
placas). As placas foram pré-incubadas por uma hora em tem-
peratura ambiente e, a seguir, incubadas a 37°C por 48 horas.
As zonas de inibi¢ao microbiana foram medidas, perpendicur-
lamente, em volta de cada cavidade, valendo-se de uma régua
milimetrada e adequada fonte de iluminacao. Dois grupos con-
troles foram utilizados — um controle negativo com digluconato
de clorexidina a 2%, e um outro controle positivo contendo agua
destilada esterilizada - discos de papel com 9 mm de diametro
foram imersos nestas solugdes experimentais durante 1 minuto
e colocados sobre a superficie do BHIA. Outros dois controles
positivos e negativos foram utilizados, mantendo-se as placas
inoculadas e sem inocula¢do, sob os mesmos periodos e condi-
¢Oes idénticas de incubacao. Todos os experimentos foram reali-
zados sob condi¢des assépticas'®.
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RESULTADOS

Os resultados do teste de exposi¢ao direta estao exibidos nas
Tabelas 1 e 2. Os resultados mostraram que todos os agentes
seladores testados foram efetivos decorridos 24 horas de expo-
sigao por contato direto sobre o E. faecalis e a mistura microbia-
na (E. faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Ba-
cillus subitilis e Candida albicans). Os dados referentes as médias
dos didmetros da zona de inibigdo microbiana de cada agente
selador, obtidos no teste de difusao em agar, estao exibidos na
Tabela 3. Nenhum dos materiais testados mostrou eficacia anti-
microbiana pelo teste por difusao em agar.

Tabela 1. Efeito antimicrobiano de seladores em relagao ao E. faecalis por teste de
exposicao direta.

Tempo/

. 24 horas
Materiais seladores'’

48 horas 72 horas

MTA b
MTA ¢
CPc
CPb
CLX
AD +++ +++ +++

(+++) presenca de crescimento (- - -) auséncia de crescimento

1. MTA b - MTA Angelus branco; 2. MTA c - MTA Angelus cinza;
3. CP ¢ - Cimento Portland cinza; 4. Cimento Portland branco;
5. CLX - Clorexidina 2%; 6. AD - Agua destilada.

Tabela 2. Efeito antimicrobiano de seladores em relacdo a mistura de microrga-
nismos (S. aureus + E. faecalis + P. aeruginosa + B. subtillis + C. albicans) por teste de
exposicao direta.

Tempo /

L 24 horas
Materiais seladores®'

48 horas 72 horas

MTA b
MTA ¢
CPc
CPb
CLX
AD +4+ +4++ +++

(+++) presenca de crescimento (- - -) auséncia de crescimento

Tabela 3. Médias (mm) dos diametros das zonas de inibicao microbiana sobre pas-
tas obturadoras, por meio do teste de difusao em agar.

Materiais X

seladores / MTAb MTAc CPb CPc AD
. . 31 20/0

Microorganismos

E. faecalis 0 0 0 0 18 0

Mistura 0 0 0 0 18 0

Média 0 0 0 0 18 0

DISCUSSAO

O desenvolvimento cientifico e tecnoldgico influenciou ex-
pressivamente a qualidade dos materiais odontologicos no
século XX. Pode-se observar o aparecimento de iniimeros ma-
teriais com excelentes qualidades para reestruturar as partes
lesadas dos dentes' .
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Um destaque merecido pode ser verificado com o surgimento
do Mineral Trioxide Agqregate, desenvolvido na Universidade de
Loma Linda pelo Prof. Torabinejad*’. Este material é capaz de
possibilitar um selamento das comunicagdes entre a parte inter-
na e externa do dente. As comunicagdes tém sido consideradas
um requintado e complexo problema na terapéutica endodonti-
ca, quer sob as diferentes oticas das propriedades dos materiais.

O presente estudo avaliou a influéncia do modelo experi-
mental na efetividade antimicrobiana de materiais seladores
de comunicacdes dentdrias, dentre os quais o Mineral Trioxide
Agregate cinza e branco e o Cimento Portland, também de for-
mulacao branca e cinza. Os microrganismos utilizados neste es-
tudo representam grau de importancia, visto constituir de cepas
com caracteristicas estruturais diferentes, como cocos e basto-
netes, Gram-positivos e Gram-negativos, aerdbios facultativos
indiferentes e verdadeiros, além de uma levedura.

Os materiais dentarios utilizados neste ensaio (MTA Ange-
lus® Branco; MTA Angelus® Cinza; Cimento Portland Cinza;
Cimento Portland Branco) foram selecionados para estudo em
fungao de que algumas observagdes mostrando similaridade
entre os materiais Mineral Trioxide Aggregate e cimento Por-
tland, o que pareceu oportuno e justificavel, compara-los dentro
de um enfoque antimicrobiano, levando-se em consideracao as
distintas caracteristicas de dos elementos presentes nos mate-
riais brancos e cinzas.

Os resultados do presente estudo, levando-se em considera-
¢do as limitagdes metodologicas e valorizando dois modelos ex-
perimentais, indicaram que nos testes de exposic¢ao direta, exibi-
dos nas Tabelas 1 e 2, todos os agentes seladores testados foram
efetivos decorridos 24 horas de exposi¢ao por contato direto; os
dados referentes as médias dos didmetros da zona de inibi¢ao
microbiana de cada agente selador, obtidos no teste de difusao
em agar, exibidos na Tabela 3, indicam que nenhum dos agentes
foi detentor de efetividade antimicrobiana.

Considerando as diferencas nos resultados frente aos dois
métodos de estudo empregados, observa-se que “todos os mé-
todos experimentais in vitro possuem vantagens e desvantagens. Para
o teste de difusdo em dgar, o tamanho da zona de inibicdo microbiana
depende da solubilidade e difusibilidade da substdncia testada e, por-
tanto, pode ndo expressar seu completo potencial efetivo. O teste de
exposicio direta estd correlacionado com a efetividade da substincia
e seu contato direto com o microrganismo; parece ser independente de
outras varidveis e pode ser utilizado como prdtica laboratorial”*®.

O desenvolvimento do trabalho em questao valeu-se de dois
métodos em decorréncia de se chegar a um melhor padrao de
respostas. A metodologia empregada pode influenciar os resul-
tados, e por este motivo, o modelo experimental deve ser muito
bem selecionado, a ponto de nao privilegiar nenhuma associa-
¢ao. O teste de exposigao direta estd correlacionado com a efeti-
vidade da substancia, e seu contato direto com o microrganismo
parece ser independente de outras varidveis o que o torna uma
pratica laboratorial mais confidvel. Portanto, a escolha do mo-
delo experimental é fundamental em relagao as diferentes varia-
veis, uma vez que pode influenciar de forma direta®.

Vérios estudos!'®*152%2! mostraram similaridade entre o MTA
e o Cimento Portland. Holland et al.’’ testaram a reagao tecidu-
al de tecido conjuntivo ao MTA e hidroxido de calcio através
de implantes de tubos de dentina preenchidos com os dois ma-
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teriais. Os mesmos resultados de formagao de granulacdes bi-
refringentes a luz polarizada sugerindo cristais de calcita foram
observados tanto para o hidréxido de calcio quanto para o MTA.
Holland et al.” compararam o MTA e o cimento Portland em im-
plantes de tubos em subcutaneos de ratos. Os resultados dos
grupos do MTA e cimento Portland foram similares entre si e
quase os mesmos resultados daqueles apresentados pelo grupo
do hidroéxido de calcio apds 30 dias. Holland et al.* utilizando a
mesma metodologia comparou o MTA cinza com o MTA bran-
co, e novamente os resultados foram os mesmos para os dois
materiais testados. Estes trés tiltimos trabalhos mencionados su-
gerem que os mecanismos de acao do hidréxido de calcio, MTA
cinza, cimento Portland e MTA branco sejam similares. Estrela
et al.”? testaram o efeito antimicrobiano de diferentes materiais
por meio de testes de difusao e inibicao em placas com agar, e
pode-se observar que tanto o MTA quanto o cimento Portland
nao apresentaram halos de inibi¢ao, apenas halos de difusao (os
resultados foram similares para os diferentes microrganismos
testados). Os resultados do presente estudo também se mostra-
ram concordes com esses. Saidon et al.”® analisaram a citotoxici-
dade e a resposta tecidual do MTA comparadas com o cimento
Portland. Baseando-se nos resultados, os autores sugerem que os
dois materiais sdo igualmente biocompativeis, e ainda, apdiam
a idéia de que o cimento Portland possui potencial para ser utili-
zado em situagdes clinicas semelhantes aquelas em que o MTA
vem sendo usado. A principal justificativa para a possivel subs-
tituicdo do MTA pelo cimento Portland seria o alto custo do pri-
meiro material em comparagao com o segundo.

CONCLUSAO

O modelo experimental empregado no estudo influenciou
nos resultados. Os agentes seladores testados apresentaram efe-
tividade antimicrobiana decorridas 24 horas de exposi¢ao por
contato direto e inefetivos por meio de difusao em agar.
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ABSTRACT

The antimicrobial effect of MTA (gray and white) and of
Portland cement (gray and white) was studied through two ex-
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perimental methods. For this purpose, it was used Enterococcus
faecalis, isolated or associated to a mixture of three microorga-
nisms: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subitilis, and Candida albicans. For direct contact test, 108 paper
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points were contaminated and exposed to sealer materials for
24, 48 and 72 hours. The paper points were immersed in 10
mL of Letheen Broth and incubated at 37 Celsius degrees for 48
hours. After that, an inoculum of 0,1 mL of Letheen Broth was
transferred to 10,0 mL of Brain Heart Infusion under the same
incubation conditions, and then microbial growth was evalua-
ted. For agar diffusion test, 24 Petri plates with 20 mL of BHI
agar were inoculated with 0,1 mL of microbial suspension using
sterilized swabs. For each plate, five holes 4 mm deep and with
4 mm of diameter were prepared and filled with one of the tes-

ted sealers (n = 10). Plates were preincubated for one hour in
room temperature and then incubated at 37 Celsius degrees for
48 hours. Microbial inhibition zones were measured in millime-
ters. The experimental model influenced in the results. All sea-
ler agents tested were effective after 24 hours in direct contact
with E. faecalis and the microbial mixture. The agar diffusion test
showed that no agent presented antimicrobial effectiveness on
biological indicators.
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