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RESUMO

O AH Plus ¢ o cimento endodontico considerado padriao-ouro, o qual vai exercer a fun¢do da uniao
entre as interfaces guta-percha e paredes dentinarias, no entanto, sua acdo contra microrganismos ¢
limitada. O ambroxol (ABX) ¢ um metabolito VII da bromexina e tem conhecida acdo farmacologica
mucocinéticas e expectorantes. O N-acetilcisteina ¢ um potente antioxidante derivado de cisteina,
sendo um composto ndo antibidtico, mas que apresenta acao antimicrobiana. Dessa forma, o objetivo
do presente estudo ¢ avaliar o AH Plus associado a 5% de N- acetilcisteina e AH Plus associado a 5%
de Ambroxol, quanto as propriedades fisicas (radiopacidade, tempo de presa, escoamento,
solubilidade, resisténcia a compressao) e atividade antimicrobiana. 1 - Para avaliar a radiopacidade,
utilizaremos anéis metalicos em que os cimentos experimentais serdo inseridos e mantidos, estes serdo
radiografados e processados manualmente, para posteriormente serem digitalizadas e analisadas no
programa Digora 1.51. 2 - Tempo de presa: os cimentos experimentais vertidos em anéis metalicos
serdo submetidos a marcagao com pressao vertical, utilizando agulhas de Gilmore. 3 — Escoamento: o
cimento serd espatulado no centro de uma placa de vidro onde outra serd colocada sobre ela, ambas
com peso 100g, e, apds 10 minutos do inicio da espatulacdo, o peso sera removido e o didmetro maior
e menor do cimento serdo mensurados com auxilio de um paquimetro digital, sendo que a média dos
dois diametros serd considerada o escoamento do cimento. 4 — Solubilidade: 30 dentes de acrilico serdo
preenchidos com os cimentos experimentais. As andlises serdo feitas por meio da comparagao do
volume em mm? pelas imagens obtidas em microtomografia computadorizada (micro-CT). Ag¢ao
Antimicrobiana: sob os anéis metalicos preenchidos com os cimentos teste e grupo controle sera
induzido in vitro biofilme de Enterococcus faecalis. Apds o periodo de 21 dias, as amostras serao
coradas Live/Dead Technique-In Vitro Gen, e, na sequéncia, serdo avaliadas no Microscopio Confocal
de Varredura a Laser. Sob os blocos de cimento sera analisada a adesao de Ent. faecalis. Os resultados
serdo submetidos aos testes de D’ Agostino e Pearson para verificagdo de distribuicdo normal.
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1 RELACIONADO AO PROJETO CIENTIFICO

O plano de trabalho e cronograma de execuc¢ao compreende o periodo entre fevereiro de 2019
a junho de 2019.

Nos meses de fevereiro, marco e abril realizaram-se os experimentos da radiopacidade e tempo
de presa. Nos meses Maio e junho realizou-se o teste de escoamento, solubilidade e capacidade
antimicrobiana.

Para avaliar a radiopacidade, utilizamos anéis metalicos em que 0s cimentos experimentais
foram inseridos e mantidos, estes foram radiografados e processados manualmente, e posteriormente
foram digitalizadas e analisadas no programa Digora 1.51. Para o tempo de presa 0s cimentos
experimentais vertidos em anéis metalicos foram submetidos a marcacdo com pressdo vertical,
utilizando agulhas de Gilmore. Quanto ao escoamento o cimento foi espatulado no centro de uma placa
de vidro onde outra foi colocada sobre ela, ambas com peso 100g, e, ap6s 10 minutos do inicio da
espatulacdo, o peso foi removido e o didmetro maior e menor do cimento foram mensurados com
auxilio de um paquimetro digital, sendo que a média dos dois diametros foi considerada o escoamento
do cimento. Para solubilidade: 30 dentes de acrilico foram preenchidos com os cimentos
experimentais. As andlises foram feitas por meio da comparacdo do volume em mms3 pelas imagens
obtidas em microtomografia computadorizada (micro-CT). Sob os blocos de cimento foi analisada a
quantidade de adesdo de Ent. Faecalis ap0s 2 horas. E 0s resultados foram submetidos aos testes de

D’Agostino e Pearson para verificagdo de distribui¢cdo normal.

2 RELACIONADO A FORMACAO ACADEMICA

Nos meses de Margo e Abril de 2019 a aluna participou da Liga Académica de Odontopediatria
da FOB/USP.

Desde Fevereiro de 2019, a aluna esta participando como membro da Comissao Organizadora
do 32° Congresso Odontologico de Bauru, na Faculdade de Odontologia de Bauru, que foi realizado
no més de Maio de 2019.

No més de Setembro de 2019 a aluna participou do SBQPO, apresentando o trabalho em
questao.

Nesse periodo os cimentos avaliados foram AH Plus + 5% N Acetilcisteina, AH Plus + 5%
Ambroxol e AH Plus (grupo controle).

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v.7, n.4, p. 19708-19718, 2025

- 19710



Revista

ARACE

3 MATERIAIS E METODOS

Nos periodos de Fevereiro a Abril de 2019, foram feitos os experimento ¢ analise da
radiopacidade e tempo de presa.

Quanto a analise da radiopacidade, foram utilizados anéis metalicos de 10mm de diametro
interno ¢ Imm de espessura, de acordo com a norma ISO 6876/2001 (ISO, 2001). Foram
confeccionados 3 (trés) corpos de prova para cada cimento. Os cimentos recém espatulados foram
inseridos nos anéis e mantidos em estufa a 37°C e 100% de umidade até a completa presa. Em seguida,
as amostras tiveram sua espessura checada com auxilio de paquimetro digital (Mitutoyo Corp, Téquio,
Japao). As amostras com falhas foram excluidas e refeitas. As amostras foram radiografadas em filme
oclusal D (Kodak Comp, Rochester, Nova lorque, Estados Unidos) juntamente com uma escala de
aluminio com varia¢des de 2 a 16mm (incrementos de 2mm). Um aparelho de radiografia foi utilizado
seguindo as especifica¢des recomendadas pela norma ISO 6876/2001, 60kV, 10mA, 0,3 segundos e
distancia foco-filme de 30cm (ISO, 2001). As radiografias foram processadas manualmente
empregando solugdo reveladora e fixadora (Kodak, Sao Jos¢ dos Campos, Sao Paulo, Brasil). Apos o
processamento as radiografias foram digitalizadas e analisadas no programa Digora 1.51 (Soredex,
Helsinki, Finland). A determinacdo da radiopacidade em milimetros de aluminio foi realizada de

acordo com DUARTE et al. (2009):

DRM — DRPAA x 2 + passo de mmAl abaixo do valor = radiopacidade em mmAl
DRPAS — DRPAA

DRM - Densidade radiografica do material
DRPAA — Densidade radiografica do passo de aluminio abaixo
DRPAS — Densidade radiografica do passo de aluminio superior

Para a determinag@o do tempo de presa dos cimentos foi seguida a norma ASTM C266/08. Os
cimentos espatulados foram imediatamente vertidos em anéis metalicos de 10mm de didmetro interno
e 2mm de espessura. Foram empregados 3 (trés) corpos de prova para cada cimento. Os corpos de
prova foram mantidos em estufa a 37°C + 1°C de temperatura e 95% =+ 5% de umidade durante a
realizagdo do teste. Apds 180 segundos do inicio da espatulagdo, os espécimes foram submetidos a
marcacdo com pressao vertical utilizando-se agulhas de Gilmore. Para a determinagdo do tempo de
presa inicial foi utilizada a agulha de 113,4g, posteriormente, a agulha de 453,6g para a andlise da
presa final. Foram anotados os tempos, em minutos, decorridos desde o inicio da espatulagdo até o
momento em que ndo for possivel a visualizagdo de marcacdo de cada agulha na superficie das

amostras, representando a presa inicial e final dos cimentos.
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Nos periodos de maio e junho de 2019, foram feitas o experimento da solubilidade, a analise
do escoamento e capacidade antimicrobiana dos cimentos experimentais.

O teste de escoamento foi realizado de acordo com a norma ISO 6876/2001 (ISO, 2001). Um
volume total de 0,5mL de cimento foi espatulado e colocado no centro de uma placa de vidro. Apds 3
(trés) minutos do inicio da espatulacdo, outra placa de vidro de massa 20 + 2g foi adaptada sobre a
placa contendo o cimento e sobre ambas um peso correspondente a 100g. Apds 10 (dez) minutos do
inicio da espatulagdo, o peso foi removido e o didmetro maior e menor do cimento foram mensurados
com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo MTI Corporation, Tokyo, Japan). A média dos dois
diametros foi considerada o escoamento do cimento. Foram feitas 3 (trés) medigdes para cada variavel
de cimento.

A alteracdo volumétrica foi avaliada volumetricamente utilizando microtomografia
computadorizada (micro-CT) (CAVENAGO, et al., 2013). Cada espécime foi escaneado duas vezes.
Trinta dentes de acrilico (n=10) com uma retrocavidade foram utilizados. As cavidades foram
preenchidas com os cimentos e escaneados em micro-CT (SkyScan 1174v2; SkyScan, Kontich,
Bélgica) com 50 kV e 800 pA.

Nos meses de Julho, Agosto, Setembro, Outubro, Novembro e Dezembro de 2019:

Para analise da adesdo microbiana, foram confeccionados anéis metalicos de 10 mm de
diametro interno e Imm de espessura, de acordo com a norma ISO 6876/2001 (ISO, 2001) dos
cimentos testes e grupo controle. Sobre os discos foi induzido in vitro biofilme de Enterococcus
faecalis, utilizando cepa (ATCC 29212) de acordo com o trabalho de Guerreiro Tanomaru et al. , em
uma densidade de células de 3,2 X 107 unidades formadora de coldnia por pL. Foram utilizadas placas
de 24 pocos de cultura onde cada poco apresentou 1 ldmina, 0,9 mL de BHI estéril e 0,1 mL do in6culo,
e foram mantidas sob agitacio em uma estufa a 37°C (Q816M20; Composto de Quimis Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil) por 2 horas, apos este periodo, os blocos foram lavados em PBS para
eliminar os microrganismos nao aderidos e corando com corante LIVE/DEAD que permaneceu por 15
minutos e analisados em microscopio de varredura a laser. Para anélise da agao antimicrobiana, foram
confeccionados anéis metalicos de 10 mm de didmetro interno e 1mm de espessura, de acordo com a
norma ISO 6876/2001 (ISO, 2001) dos cimentos testes e grupo controle. Sobre os discos foi induzido
in vitro biofilme de Enterococcus faecalis, utilizando cepa (ATCC 29212) de acordo com o trabalho
de Guerreiro Tanomaru et al. , em uma densidade de células de 3,2 X 107 unidades formadora de
coldnia por pL. Foram utilizadas placas de 24 pogos de cultura onde cada poco apresentou 1 lamina,
0,9 mL de BHI estéril e 0,1 mL do in6culo, sendo mantidas sob agitacio em uma estufa a 37°C

(Q816M20; Composto de Quimis Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil) por 21 dias. Para evitar a
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deficiéncia de nutrientes, o meio de cultura BHI foi completamente substituido a cada 48 horas, sem a
adicao de novos micro-organismos.

ApOs o periodo de 21 dias, as amostras foram coradas com 50 pl de solugao em Syto 8/Iodeto
de propidio (Live/Dead Technique-In Vitro Gen), durante 10 minutos. O Syto8 é um corante
fluorescente (verde) seletivo do acido nucléico, indicado para corar células vivas e mortas (corante
geral). J& o iodeto de propidio visa identificar a populagao microbiana com membrana celular afetada,
ou cé¢lulas mortas, apresenta fluorescéncia vermelha. Ao entrar nas células, a fluorescéncia vermelha
diminui a fluorescéncia do Syto-8, deixando as células mortas uma fluorescéncia vermelha ou amarela.
Ap6s a coloragdo, as amostras foram avaliadas no Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica,
Mannheim, Alemanhd) com aumento de 100x para obter uma visdo panoramica. Esta andlise foi
baseada no biovolume total do biofilme e na porcentagem de bactérias vivas e mortas na area
colonizada em cada sec¢do do biofilme. Para anélise do biofilme, as imagens obtidas (arquivos com
extensao .lif) foram analisadas no software ImagelJ utilizando os plug-ins LOCIl e ComStat2, disponivel
em: http://www.comstat.dk/. A propor¢ao do volume de bactérias vivas (General probe-Syto9) e mortas
(populationalprobe-lodeto propidio) foi avaliada utilizando o software Daime disponivel em:

http://www.microbialecology.net/daime-download.

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Nesse periodo os cimentos avaliados foram AH Plus + 5% N Acetilcisteina , AH Plus + 5%
Ambroxol e AH Plus (grupo controle).

Para a preparacdo dos cimentos experimentais, da balancga analitica eletrdnica (Gehaka AND-
GR-202, Toquio, Japdo), com precisdo de até milésimos de grama sera empregada, e da manipulacéo

do cimento, seguiremos a proporc¢do de 1 grama de pé para 0,3 mL de liquido.

4 RESULTADOS
Tabela 1 - Valores de mediana (minima e méxima) de tempo de presa final e inicial dos grupos

AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus + N-acetilcisteina.

Grupos Tempo inicial Tempo final
AH Plus controle 360,0(357,0-364,0)? 580,0(576,0-585,0)?
AH Plus + Ambroxol 340,0(339,0-341,0)° 598,0(594,0-606,0)°
AH Plus + N- acetilcisteina 298,0(290,0-302,0)° 488,0(484,0-500,0)°

*Letras mintsculas diferentes demonstraram diferenca estatistica entre grupos (comparacao entre linhas) P>0.05.
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Tabela 2 - Valores de mediana (minima e méaximo) de escoamento dos grupos AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus +
N-acetilcisteina.

Escoamento
19,97 (16,99 - 23,04)2
AH Plus + Ambroxol 19,30 (19,11 - 19,81)2
AH Plus + N- acetilcisteina 16,80 (10,27 - 16,98)2
*Letras minusculas diferentes demonstraram diferenca estatistica entre grupos (comparagdo entre linhas) P>0.05.

Grupos
AH Plus controle

Tabela 3 - Valores de mediana (minima e maxima) de radiopacidade dos grupos AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus
+ N-acetilcisteina.

Grupos
AH Plus controle

Radiopacidade
7,194(5,874-9,308)?

AH Plus + Ambroxol 6,087(5,557-6,682)°
AH Plus + N- acetilcisteina 5,564(4,996-8,225)°
*Letras minusculas diferentes demonstraram diferenca estatistica entre grupos (comparagdo entre linhas) P>0.05

Tabela 4 - Valores de mediana (minima e maxima) em milimetros ctibicos da solubilidade inicial e apds 30 dias dos grupos
AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus + N-acetilcisteina.
Solubilidade imediato

30 dias

AH Plus controle

3017(2329-4280)2

2867 (2179-4225)%®

AH Plus + Ambroxol

2965(2432-3840)

2867 (2179-4225)%®

AH Plus + N — acetil

3158(2024-4551)%

3265(4552-2013)%8

*Letras diferentes demonstraram diferenga estatistica entre grupos (comparagéo entre linhas) P>0.05

Tabela 5 — Resultados da adesdo bacteriana e biovolume de E. faecalis sobre a superficie dos blocos de cimento apos 2

horas.
Cimento AH Plus AHP + Ambroxol AHP+ N- acetil
Cimento__
Adesaov(i \f‘; ;’)a“e“as 7250 (9,11-100)* | 48.42(0,98—100) | 30,27 (0,57 — 98,57)"
Biovolume 841,9 (92,7 — 35207)A | 1453 (103,5 — 29400)8 57355(868)4,459 -

*Letras diferentes demonstraram diferencga estatistica entre grupos (comparagao entre colunas) P>0.05

Tabela 6- Resultado da porcentagem de bactérias viaveis apds 21 dias de cultivo sobre blocos dos cimentos experimentais
e biovolume do biofilme.

Cimento Controle AH Plus AHP + Ambroxol | AHP + N- acetil
% de bactérias 97,52 (92,9 — 22,38 (0,09 — 56,47 (0,13 — 21,22 (0,007 —
vivas 99,54)A 100)8 92,98)8 87,01)8
59053
. 8376 2433 9260
Biovolume %gggg); (71,1- 254488)° | 447.7—29891,3) | (9819 — 3,0580)"

*Letras diferentes demonstraram diferencga estatistica entre grupos (comparagao entre colunas) P>0.05

Na tabela 1 apresentam-se os valores de mediana (minima e méxima) de tempo de presa final
e inicial dos grupos AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus + N-acetilcisteina. Os grupos
experimentais associados a n acetilcisteina e ao ambroxol apresentaram um menor tempo de presa

inicial, tendo diferencga estatistica significante entre todos os grupos (P>0.05).
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Com relagdo ao escoamento demonstrado na tabela 2, ndo houve diferenca estatistica entre
todos os grupos AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus + N-acetilcisteina (P>0.05).

Na tabela 3 ¢ demonstrado os valores de mediana (minima e maxima) de radiopacidade dos
grupos AH Plus, AH Plus + Ambroxol e AH Plus + N-acetilcisteina, onde os grupos AH Plus +
Ambroxol e AH Plus + N-acetilcisteina apresentou diferenca estatistica significante quando
comparados ao grupo controle AH Plus.

Na tabela 4 ¢ demonstrado os valores em milimetros ctbicos da solubilidade inicial e apds 30
dias dos grupos AH Plus, AH Plus + Ambroxol ¢ AH Plus + N-acetilcisteina.

Na tabela 5 ¢ demonstrado os Resultados da adesao bacteriana e biovolume de E. faecalis sobre

a superficie dos blocos de cimento apds 2 horas.

4.1 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados serdo submetidos aos testes de D’Agostino e Pearson para verificacdo de
distribuicdo normal. Em caso de auséncia de normalidade, serd empregado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. Havendo normalidade, serd empregado o teste paramétrico de ANOVA. Para todos os

testes sera considerado o nivel de significancia de 5%.

5 DISCUSSAO

AH plus é um cimento endodéntico padrdo ouro, exceléncia em biocompatibilidade.

Nesse estudo foram selecionados dois diferentes antimicrobianos para associarmos ao AH plus,
o ambroxol e a N- acetilcisteina.

O ambroxol é o VII metabolito da bromexina e tem acdo farmacoldgica além de um
antimicrobiano, muco cinético e expectorante. A N- acetilcisteina é um derivado da cisteina e excelente
antimicrobiano.

A associagdo do AH plus ao Ambroxol, com relagdo ao tempo de presa inicial teve um menor
tempo em minutos o que é muito interessante quanto a aplicabilidade clinica, tanto para 0 manuseio
guanto para a estabilidade inicial do cimento dentro da cavidade, o escoamento do cimento
experimental ndo teve diferenca estatistica quando comparado ao AH plus 0 que é importante para a
fluidez para completar toda a cavidade, a radiopacidade teve valor estatistico mediano 6,087 quando
comparado ao AH Plus 7,194, onde ficou dentro dos padrdes especificados pelas normas.

A associagdo do AH plus ao N- acetilcisteina, com relagdo ao tempo de presa teve também uma

diminuicdo em minutos no tempo de pred inicial, o que é importante, 0 escoamento nédo teve diferenca
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estatistica quando comparado ao AH Plus nosso controle, a radiopacidade teve mediana 5,564 quando

comprado ao AH Plus 7,194 onde ficou dentro dos padrbes pré-estabelecidos.

5.1 DIFICULDADES E USO DA RESERVA TECNICA
No referido periodo, ndo foi gastou verba para o pagamento de materiais necessarios para

realizacdo da pesquisa.

5.2 ALTERACOES NO PLANO INICIAL

Foi adiantado para o primeiro semestre a analise e analise estatistica do experimento da
radiopacidade, escoamento, tempo de presa e solubilidade, e quanto ao antimicrobiano foi finalizado
no segundo semestre de 2019.

5.3 PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DAS ESTAPAS SEGUINTES

A partir da segunda etapa da bolsa de iniciacdo cientifica serd desenvolvido a analise e analise
estatistica antimicrobiana dos cimentos experimentais (julho, agosto e setembro 2019), e por fim
analise e analise estatistica antimicrobiana e envio de relatorio final para FAPESP (outubro, novembro

e dezembro 2019).
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