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RESUMO 

 

Sturaro, R, H. Análise de solução aquosa de Azadirachtina purificada como agente 
antimicrobiano e protetor das fibras colágenas e sua influência na força de união de 
pinos de fibra de vidro fixados com cimento resinoso autoadesivo. 
 
A reabilitação de dentes extensamente destruídos sempre foi um desafio para o 
profissional. Diversas técnicas são propostas para estes casos, dentre elas a 
utilização de pinos de fibra de vidro fixados com cimentos resinosos. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a ação da Azadirachtina purificada como agente antimicrobiano,  
sua ação protetora de colágeno e sua influência sobre a retenção de pinos de fibra de 
vidro fixados com cimento resinoso autoadesivo Tratamento endodôntico foi realizado 
em 100 dentes bovinos com as coroas seccionadas; durante o preparo do espaço 
para pino foram utilizadas as seguintes soluções: G1: Solução salina 0,9%; G2: 
solução aquosa de AZD 0,5%; G3: CHX aquosa 2%; G4: Hipoclorito de sódio 2,5%, 
G5: EDTA 17%. Os pinos de fibra de vidro foram cimentados com cimento resinoso 
autoadesivo (RelyX U200) e as raízes foram seccionadas em slices para o teste de 
push out. Espécimes de cada grupo foram selecionados e preparados para análise 
por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV). Na análise da concentração 
inibitória mínima foi utilizada placa de 96 poços em duplicata e foram feitas 10 
concentrações diferentes da relação meio de cultura líquida e quantidade de AZD 
presente. Após tempo de incubação o meio líquido foi semeado em meio sólido para 
contagem de colônias. Para análise de ação anti proteolítica utilizou-se a  zimografia 
por meio de gel de bisacrilamida 12% e aplicação das amostras: AZD; MMP2 + AZD; 
MMP2. No teste de fluorimetria foram aplicada na placa as seguintes soluções: AZD; 
AZD 0,25% + MMP2; AZD 0,5% + MMP2; AZD 1% + MMP2; MMP2; Colagenase. O 
teste de push out mostrou que houve diferença na força de união entre os grupos G1 
e G4, sendo G1 com melhor resultado. Pela análise de MEV foi possível verificar a 
preservação das fibras colágenas quando se utiliza AZD. O teste de inibição mínima 
não apresentou diferenças e em relação a ação anti-proteolítica da AZD foi possível 
notar alteração das atividades tanto na análise de zimografia quanto de fluorimetria. 
Dessa forma, pode-se concluir a solução de Azadirachtina promoveu força de união 
de pinos de fibra de vidro fixados com cimento resinoso semelhante às outras 
soluções irrigantes utilizadas; permitiu a manutenção de estrutura dentinária 
preservada e presença de fibras colágenas após análise por MEV; não apresentou 
atividade antimicrobiana sobre o E. faecalis, e teve ação positiva sobre as 
propriedades de redução da ação das MMPs. 
 
Palavras Chave: Azadirachtina, Adesão, Dentina, Clorexidina, Sistema Resinoso. 
 

 

 

  



 

 

 

  



ABSTRACT 

 

Sturaro, R, H. Analysis of aqueous solution of purified Azadirachtin as antimicrobial 
agent and protector of collagen fibers and its influence on the bond strength of glass 
fiber post cimented with self adhesive resin cement. 
 
Rehabilitation of widely destroyed teeth has always been a challenge for the dental 
professional. Several techniques are proposed for these cases, among them the use 
of fiber glass post, fixed with resin based cements. The objective of this study was to 
evaluate the action of purified Azadirachtin (AZD) as an antimicrobial agent, its 
protective action of collagen and its influence on bond strength of glass fiber post fixed 
with self-adhesive resin cement. For the experiment, endodontic treatment was 
performed in 100 bovine teeth with sectioned crowns; the bovine roots were divided in 
groups and the following solutions were used after the root preparation: G1: Saline 
solution 0.9%; G2: aqueous solution of AZD 0.5%; G3: Aqueous chlorhexidine 2%; G4: 
2.5% sodium hypochlorite, G5: 17% EDTA. After the root treatment the fiber glass post 
were fixed with self-adhesive resin cement (RelyX U200) and the roots were sectioned 
into slices for the push out test. Specimens from each group were selected and 
prepared for analysis of scanning electron microscopy (SEM). In the analysis of the 
minimum inhibitory concentration, 96 wells were used and in duplicate at 10 different 
concentrations of the liquid culture and the amount of AZD present were used. After 
incubation time the liquid was seeded in solid medium for colony count. Anti-proteolytic 
activity analysis was performed using zymography with 12% bisacrylamide gel and 
applied to the samples: AZD; MMP2 + AZD; MMP2. In the fluorimetry test the following 
solutions were applied to the plaque: AZD; AZD 0,25% + MMP2; AZD 0,5% + MMP2; 
AZD 1% + MMP2; MMP2; Collagenase. The push-out test showed that there was a 
difference in bond strength between groups G1 and G4, with G1 having the best result. 
In the SEM analysis it was possible to detect dentin that showed the presence of 
preserved collagen fibers with the solutions studied. The minimal inhibitory 
concentration test showed no differences and, in relation to the anti-proteolytic test, 
the action of AZD was possible to note alteration of activities in both the zymography 
and fluorimetry analysis. Thus, it is possible to conclude that the solution of AZD 
promoted bond strength of fiberglass post fixed with resinous cement similar to the 
other irrigating solutions used. Also allowed the maintenance and preserve dentin 
structure of collagen fibers, observed in the SEM analysis; although did not present 
bactericidal potential on E. faecalis, had reduced action of MMPs. 
 
Keywords: Azadirachtin, Adhesion, Dentin, Chlorhexidine, Resinous System. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A restauração de dentes tratados endodonticamente tem desafiado os 

profissionais da área de reabilitação, principalmente quando há pouco remanescente 

dentinário e há necessidade de pinos intrarradiculares. Dentre as opções de 

tratamento a colocação de pinos de fibra de vidro tem aumentado muito nos últimos 

anos (NAUMANN et al., 2012). Este tipo de pino é bem aceito devido suas 

propriedades óticas, seu módulo de elasticidade semelhante ao da dentina, sua 

habilidade de união, bem como distribuição de forças de modo homogêneo, o que 

minimiza a ocorrência de fraturas radiculares (MARTELLI et al., 2008). Embora este 

sistema apresente vantagens consideráveis o problema do fator C desfavorável no 

interior da raiz e a dificuldade de se controlar a umidade durante os procedimentos de 

união podem ser salientados como desvantagens (CHERSONI et al., 2005; FARIA-E-

SILVA et al., 2014). 

A maior prevalência de falhas ocorre nas interfaces pino-resina e resina-dentina 

(D'ARCANGELO et al., 2007; OHLMANN et al., 2008). Estes fatores exercem grande 

influência, pois se não for selecionada uma adequada combinação entre o sistema de 

união dentinária e o cimento resinoso podem ocorrer falhas e a descimentação dos 

pinos comprometendo a durabilidade do tratamento (SANARES et al., 2001). 

Dentes tratados endodonticamente são mais suscetíveis à fratura coronal e 

radicular (MARTINEZ-INSUA et al., 1998; SCHWARTZ; ROBBINS, 2004; HUSSAIN; 

MCDONALD; MOLES, 2007; VARVARA et al., 2007). O próprio acesso cirúrgico para 

tratamento endodôntico gera remoção do teto da câmara pulpar o que promove 

redução significante da resistência à fratura gerando comprometimento na 

longevidade do elemento (SCHWARTZ; ROBBINS, 2004). Existem hoje diversas 

opções para reforço dental, dentre elas os núcleos de fibra de vidro. Há vantagens no 

uso deste pino notadamente pela redução de custos, menor tempo de trabalho e 

eliminação da fase laboratorial exigida pelos núcleos metálicos fundidos (PEREIRA et 

al., 2005; PEREIRA et al., 2006; DO VALLE et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2008; 

ZOGHEIB et al., 2008; PEREIRA et al., 2014). Pinos de fibra de vidro requerem a 

manutenção de remanescente nativo para sua segura e correta instalação (PEREIRA 

et al., 2005; PEREIRA et al., 2006; DO VALLE et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2008; 

ZOGHEIB et al., 2008; PEREIRA et al., 2009).  
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Dentre as opções de retentores intrarradiculares, a escolha de pinos de fibra 

de vidro para a reabilitação desses dentes é viável. Isso porque apresentam 

propriedades físicas semelhantes à dentina, como módulo de elasticidade, 

flexibilidade, coeficiente de expansão térmica, além de possibilitar reabilitação estética 

e apresentarem biocompatibilidade (OLIVEIRA et al., 2018). Logo, a escolha de pinos 

com técnicas definidas tem ganhado cada vez mais reconhecimento (ALKHUDHAIRY, 

F. I. et al., 2018). Ademais o pino de fibra de vidro tem melhorado e criado vantagens 

adicionais à reabilitação de dentes tratados endodonticamente, tais como resistência 

à corrosão, estética satisfatória, transmissão de luz aprimorada e compatibilidade 

química aos sistemas adesivos (GARCIA et al., 2018). Podendo igualmente citar sua 

praticidade na colocação e remoção, quando comparado com pinos metálicos 

fundidos, também é uma vantagem ao seu uso (GARCIA et al., 2018). 

A utilização de pinos pré-fabricados do tipo fibra de vidro mostram as seguintes 

vantagens aos personalizados: tempo clínico reduzido; resistência à corrosão; 

resistência à fadiga; propriedades mecânicas semelhantes às do dente; facilidade de 

remoção do pino quando já instalado; estética; baixo custo; preparo conservador 

(PEREIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2006; DO VALLE et al., 2007; DE OLIVEIRA 

et al., 2008; ZOGHEIB et al., 2008; PEREIRA et al., 2009). 

Dentes com grande destruição coronal e menos de 2 mm de remanescente 

cervical há necessidade da utilização de núcleos personalizados, como no caso 

núcleo metálico fundido. Há possibilidade de confeccionar núcleos a partir de 

fresamentos em zircônia (LEE, J. H., 2018), porém são de custo elevado e seu módulo 

de elasticidade é consideravelmente maior que o da dentina (OZKURT; ISERI; 

KAZAZOGLU, 2010). 

Por haver várias etapas para o uso de cimento resinoso convencional, há maior 

chance de que ocorram falhas e a força de união não seja tão elevada (ANCHIETA et 

al., 2011). O sucesso dos sistemas de cimentação resinosos está diretamente ligado 

ao mecanismo de união entre substrato nativo e a prótese (BUENO et al., 2011). Os 

primeiros cimentos resinosos originados na década de 1950 continham metacrilato de 

metila e poucas partículas inorgânicas resultando em propriedades físicas 

inadequadas para cimentação pois havia grande contração de polimerização e assim 

maior chance de infiltração marginal e, além disso a alteração de cor era nítida 

(LADHA; VERMA, 2010). Em 1963 Bowen e colaboradores adotaram o Bis-GMA 

sintetizado a partir da resina epóxi e metacrilato de metila como parte do cimento 



Introdução  |  25 

resinoso (BOWEN, 1963). Atualmente são utilizados Bis-GMA ou UDMA nos cimentos 

resinosos para melhorar a fluidez e garantir película mais fina possível na cimentação 

(LADHA; VERMA, 2010; MANSO et al., 2011). Os cimentos resinosos quimicamente 

ativados polimerizam pela união de duas pastas e nos fotoativados a polimerização 

se dá pela união das duas pastas e fotoativação. Pode-se encontrar ainda cimentos 

"dual", ou seja, combinam  a polimerização por meio da luz e a polimerização química, 

fato que supera as dificuldades clínicas quanto a localizações difíceis de cimentação 

(BUENO et al., 2011; HADDAD; ROCHA; ASSUNCAO, 2011). Dentre os cimentos de 

última geração tem-se os cimentos autoadesivos e  como principal característica  

destes a redução de sensibilidade dentinária pós operatória, uma vez que uma 

camada de smear layer é mantida, o que garante menor interação com a porção 

sensível do dente (VAN MEERBEEK et al., 2011).  

A simplificação dos passos para instalação de próteses com cimento resinoso 

mostrou que a sensibilização de problemas e consequentemente falhas apresenta-se 

menor (RADOVIC et al., 2008; AGUIAR et al., 2010; PISANI-PROENCA et al., 2011). 

Entretanto há controvérsias;  quando se comparam estudos relacionados a 

cimentação resinosa, há relatos de que a resistência de união dos cimentos resinosos 

autoadesivos mostram menor força de retenção do que os cimentos resinosos 

convencionais devido a manutenção da camada de smear layer que permanece 

durante o processo de adesão no primeiro (SANTOS, M. J. et al., 2011). Os cimentos 

resinosos diferem das resinas compostas por apresentar menor quantidade de 

partículas inorgânicas e viscosidade reduzida (LADHA; VERMA, 2010; SIMON; 

DARNELL, 2012). Os cimentos resinosos apresentam, ainda,  menor microinfiltração, 

baixa solubilidade, maior retenção e maior resistência à fratura quando comparado 

aos demais cimentos com mesma finalidade (BEHR et al., 2003; HADDAD; ROCHA; 

ASSUNCAO, 2011).  

Sistemas resinosos têm indicação para tratamentos livres de metal que buscam 

altos níveis de estética, sendo assim o material de eleição (BEHR et al., 2003; 

HADDAD; ROCHA; ASSUNCAO, 2011). Para apresentar melhor desempenho o 

cimento deve  apresentar forte união ao substrato dentinário e à restauração e para 

isso o nível de polimerização é fundamental para resultar em sucesso (SOARES, C. 

J. et al., 2005). Como citado anteriormente pode-se encontrar três formas de 

polimerização: física, química e dual (SANTOS, G. C., JR.; SANTOS; RIZKALLA, 

2009; MANSO et al., 2011).  
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Xiong  et al. (2019) mostraram que o simples passo da cimentação adesiva 

orientada pelos fabricantes já apresenta bons resultados, porém quando há 

associação de outros elementos, como por exemplo ultrassom e laser de baixa 

intensidade pode haver melhora no processo adesivo (XIONG et al., 2019). 

Para a fixação dos pinos de fibra de vidro, basicamente são utilizados: uso 

direto em que o pino e conduto são besuntados com cimento manipulado  e levados 

à raiz dental preparada e a técnica direta-indireta onde o pino de fibra de vidro recebe 

resina composta para ser modelado no conduto e então polimerizado , são os 

denominados pinos anatômicos que são conformados de acordo com anatomia do 

conduto para então ser feita a sua fixação (DAL PIVA et al., 2018; LORENZETTI et 

al., 2019; PHEBUS et al., 2019). Ramos et al. (2018) utilizaram trinta caninos humanos 

tratados endodonticamente e preparados para receber núcleo de fibra de vidro, os 

quais foram divididos randomicamente em três grupos de dez elementos cada. Estes 

receberam cimentação com RelyX ARC; RelyX U200 e Ionômero de vidro (GC Gold 

Label Luting e Lining), em seguida os dentes foram incubados em saliva por 6 meses. 

Os espécimes foram seccionados transversalmente obtendo porção cervical, média e 

apical que passaram por teste de push out. Ao final foi possível notar que a força de 

adesão entre cimento resinoso RelyX e ionômero de vidro foram similares. (RAMOS 

et al., 2018b) 

Ramos et al. (2018) analisaram a ação da aplicação de técnica fotodinâmica 

com laser e analisaram a eficiência do sistema adesivo. Para o experimento foram 

selecionados 40 caninos que receberam tratamento endodôntico e preparados para 

receber pino de fibra de vidro. Os dentes foram separados em grupos de acordo com 

o protocolo de cimentação e uso de laser: cimentação convencional; cimentação auto-

adesiva; laser + cimento convencional; laser + cimento auto-adesivo. Após 

cimentação dos pinos as raízes foram seccionadas em três terços: apical, médio e 

cervical. Os slices obtidos foram submetidos a teste de push out e em seguida foi 

realizada a microscopia confocal. Os autores constataram que a associação de laser 

e cimento convencional foi o grupo que apresentou menor força de adesão. Todos os 

outros grupos apresentaram força de adesão similar, concluindo que o laser pode 

gerar redução da força adesiva em caso de cimentos não auto condicionantes 

(RAMOS et al., 2018a).  
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Maroulakos et al. (2018) em sua revisão mostraram que a utilização de 

cimentos diferentes, como não resinosos podem apresentar alteração na adesão do 

pino a ser instalado. (MAROULAKOS; HE; NAGY, 2018) 

A união resina-dentina apresenta-se, ainda, como um desafio quanto à adesão 

para os vários produtos já desenvolvidos. (KOSHIRO et al., 2005; CECCHIN et al., 

2011b) A perda da integridade da interface resina-dentina acontece, prioritariamente 

por dois motivos, a hidrólise dos componentes da resina (YIU et al., 2004) assim como 

pela ação de enzimas endógenas que degradam as fibras colágenas presentes na 

dentina, denominadas Metaloproteinas de Matriz (MMP)(PASHLEY et al., 2004). 

Estas proteínas são encontradas em dentina coronal e radicular (MAZZONI et al., 

2007; SANTOS, J. et al., 2009). Na literatura já existem trabalhos mostrando bons 

resultados quanto à inativação ou redução da atividade degradativa das MMPs 

(NASCIMENTO et al., 2018).  

O espaço entre as fibras colágenas expostas é de 11 a 30 nm em média 

(TALUNGCHIT et al., 2014). O adesivo envolve estas fibras e penetra na camada 

previamente desmineralizada, esta situação é denominada camada híbrida 

(NAKABAYASHI; KOJIMA; MASUHARA, 1982). 

A degradação da camada híbrida é praticamente inevitável (SANO, 2006; 

SPENCER et al., 2010). Apesar de haver grandes esforços para aprimorar a adesão, 

a umidade da dentina tem gerado problemas como reportam alguns estudos na 

literatura (HASHIMOTO et al., 2000; DE MUNCK et al., 2003; ARMSTRONG, S. R. et 

al., 2004; HEBLING et al., 2005; GARCIA-GODOY et al., 2010). A falha do sistema 

adesivo é a geração de micro-espaços. O uso de resinas compostas têm demonstrado 

resultados limitantes e risco de fratura e formação de lesão cariosa (DRUMMOND, 

2008; OPDAM et al., 2010). Cáries recorrentes em elementos com restauração de 

resina composta apresentam como falha prioritariamente infiltração marginal e lesão 

cariosa (FERRACANE, JACK L., 2013). 

Sabe-se que a deterioração crônica da interface de adesão ocorre pela hidrólise 

e lixiviação do adesivo (ALKHUDHAIRY, FAHAD I. et al., 2018; GARCIA et al., 2018; 

LEE, J. H., 2018). Com a infiltração na camada híbrida as fibras colágenas tornam-se 

susceptíveis ao ataque das enzimas colagenolíticas (OHLMANN et al., 2008; LADHA; 

VERMA, 2010). 
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Quanto à degradação da camada híbrida tem-se dois padrões prevalentes: 

desorganização das fibras colágenas e perda da resina que permeia as 

fibras(PHEBUS et al., 2019). 

Groos e Charles publicaram pela primeira vez sobre as MMPs (GROSS; 

LAPIERE, 1962).  Hoje sabe-se que as MMPs estão envolvidas em diversos 

processos fisiológicos como desenvolvimento embrionário, processo cicatricial, 

erupção dental, doença periodontal, enfisema pulmonar, osteoporose, doenças 

cardiovasculares e outros (WOESSNER, 1991; RYAN; RAMAMURTHY; GOLUB, 

1996). As MMPs são divididas em seis grupos de acordo com suas funções, 

similaridade e dominio: colagenases que enquadram MMP1, MMP8, MMP13, MMP18; 

estromelisinas que incluem MMP3 e MMP10; gelatinases que incluem MMP2 e MMP9; 

colagenases tipo 4 que enquadram MMP7 e MMP 26; metaloproteinases de 

membrana incluem MMP14; MMP15; MMP16, MMP17, MM24 e MMP25; 

metaloelastase que inclui MMP12 (GUSMAN; SANTANA; ZEHNDER, 2002).  

A dentina apresenta diversas enzimas endógenas, o grupo mais abrangente e 

conhecido são as metaloproteinases de matriz (MMP) (MAZZONI et al., 2006; 

SULKALA et al., 2007; TJADERHANE et al., 2013). Estas enzimas são expostas e 

ativadas durante o processo de desafio ácido (PASHLEY et al., 2004; MAZZONI et al., 

2006). Estas são responsáveis pela degradação de praticamente toda matriz 

extracelular (MAZZONI et al., 2007). O complexo dentinário apresenta ao menos 

quatro tipos desta enzima: MMP3 (TALUNGCHIT et al., 2014; NASCIMENTO et al., 

2018), MMP8 uma colagenase (NASCIMENTO et al., 2018), gelatinases MMP2 e 

MMP9  (SANO, 2006; SPENCER et al., 2010). 

Atualmente sabe-se que durante o preparo do sistema adesivo a ação dessas 

enzimas é ativada (DE MUNCK et al., 2003; ARMSTRONG, S. R. et al., 2004; LADHA; 

VERMA, 2010; SPENCER et al., 2010) e isto pode causar degradação de parte da 

camada híbrida, notadamente quando há infiltração de umidade (SANARES et al., 

2001; ARMSTRONG, S. R. et al., 2004). 

Como inibidor de MMPs e prolongador da vida útil da camada híbrida pode-se 

lançar mão do uso de clorexidina (CHX) (GROSS; LAPIERE, 1962; WOESSNER, 

1991; RYAN; RAMAMURTHY; GOLUB, 1996; GUSMAN; SANTANA; ZEHNDER, 

2002), metacrilatos de amonio quaternários ou cloreto de benzalcônio (MAZZONI et 

al., 2006; SULKALA et al., 2007). Uma alternativa é o uso de cross linker de colágeno 

que liga fortemente o colágeno ao sistema resinoso evitando assim exposição do 
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colágeno para as enzimas (TJADERHANE et al., 2013). Alguns autores ainda 

propuseram remineralização da dentina bem como uso de álcool durante o preparo 

do sistema adesivo (RYAN; RAMAMURTHY; GOLUB, 1996; GUSMAN; SANTANA; 

ZEHNDER, 2002; MAZZONI et al., 2006; SULKALA et al., 2007; BRESCHI et al., 2010; 

TJADERHANE et al., 2013). 

Pode-se citar duas formas de regular a degradação do colágeno pelas MMP: 

1) Utilizando substâncias inibidoras ou redutoras da atividade gelatinolítica 

local, dentre elas pode-se citar a CHX em diversas concentrações (4,0%; 2,0%; 1,0%; 

0,12%; 0,02%; 0,002%) que já apresentaram resultados muito similares em estudos 

quanto à adesão (CAMPOS, E. A. et al., 2009; BRESCHI et al., 2010).  Quanto a 

sistemas auto adesivos a indicação é evitar concentrações superiores a 0,2% por mais 

de 30 segundos (BRESCHI et al., 2009). 

2) Aumentar a resistência das fibras colágenas em relação às enzimas 

degradantes. O colágeno demonstra força de união e resistência devido a ligações 

cruzadas presentes em sua estrutura, estas ligações também apresentam resistência 

à degradação. Diversas soluções podem melhorar o número de ligações cruzadas do 

colágeno, como por exemplo: glutaraldeido, genipinm etildimetilaminopropil 

carbodiamida, ácido tânico e proantocianidina. (KOIDE; DAITO, 1997; SUNG et al., 

1999; BEDRAN-RUSSO, A. K. et al., 2007; BEDRAN-RUSSO, A. K. et al., 2008; 

WALTER et al., 2008; BEDRAN-RUSSO, A. K. B. et al., 2009; BEDRAN-RUSSO, A. 

K. et al., 2010; TALUNGCHIT et al., 2014) 

Além das MMPs alguns autores relatam a presença de outras enzimas 

potencialmente colagenolíticas presentes na polpa dental e secretadas pelos 

odontoblastos, estas enzimas são conhecidas como catepsinas cisteína (CP). Em 

estudo descrito em literatura HASHIMOTO et al. (2000) e HEBLING et al. (2005) 

demonstraram que tanto em dentes hígidos quanto em dentes com processo carioso 

instalado há atividade de MMPs e CPs, além disso houve aumento significativo da 

atividade dessas enzimas em sítios com lesão ativa quando comparados com locais 

sem lesão, isso levou os autores a crer que a degradação da porção orgânica da 

dentina não é fruto exclusivo das MMPS. 

A CHX além de ótimo antimicrobiano é um efetivo inibidor das MMPs 2, 8 e 9, 

ou seja, inibidor de colagenases (CAMPOS, E. A. et al., 2009) e catepsinas de cisteína 

(BRESCHI et al., 2009). A literatura mostra diversos estudos em que a CHX mostrou 

ação inibitória frente às MMPs, consequentemente preservando a camada hibrida e 
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melhorando a força de união adesivo / dentina (GROSS; LAPIERE, 1962; KOIDE; 

DAITO, 1997; MARTINEZ-INSUA et al., 1998; SUNG et al., 1999; BEDRAN-RUSSO, 

A. K. et al., 2007; WALTER et al., 2008; BEDRAN-RUSSO, A. K. B. et al., 2009; 

BEDRAN-RUSSO, A. K. et al., 2010; PEREIRA et al., 2014). Concentrações entre 

0,05% e 0,2% de CHX já são suficientes para apresentar inibição das MMPs (LADHA; 

VERMA, 2010; ANDRE, CAROLINA BOSSO et al., 2013) e concentrações entre 0,5 

% e 2,0% podem inibir parcialmente a ação do primer no sistema adesivo(ANDRE, C. 

B. et al., 2013). 

Em alguns experimentos foi adicionada CHX ao sistema adesivo (0,2 a 2,0%) 

e verificaram que houve aumento da resistência à flexão e módulo de elasticidade, ao 

mesmo tempo ficou claro que não obtiveram melhora quanto à absorção de água e 

causou atraso ou redução na quantidade de monômeros polimerizados (DELAI et al., 

2018). MATOS et al. (2017) mostraram em experimento que uso de inibidores em 

diversas concentrações pode levar à melhor preservação da camada hibrida, uma vez 

que o inibidor pode ser liberado lentamente e a inibição do sítio em contato ser 

prolongado (PECIULIENE et al., 2008; DELAI et al., 2018).  

Galardin é um inibidor de MMP sintético que tem forte relação com MMP 1, 2, 

8 e 9 (WOESSNER, 1991). Alguns estudos de incorporação do Galardin ao sistema 

adesivo mostraram aumento da força de união dos sistemas adesivos (GUSMAN; 

SANTANA; ZEHNDER, 2002). Além disso, Galardin também apresentou inibição de 

atividade colagenolítica 10 a 100 vezes melhor que no caso da CHX (WOESSNER, 

1991). 

A tetraciclina apresenta ação quelante e pode inibir atividade das MMPs 

(PASHLEY et al., 2004; SIQUEIRA; ROCAS, 2008; BARAS et al., 2019). SOARES, J. 

A. et al. (2019) mostra em seus trabalhos que a doxiciclina (muito similar a tetraciclina) 

tem forte ação regulatória de degradação das fibras colágenas da dentina, uma vez 

que pode quelar zinco.  

Doxiciclina é uma substância antimicrobiana amplamente utilizada em 

situações como infecções geradas por traumas, sífilis, cólera e outros (CUNHA; 

SIBLEY; RISTUCCIA, 1982). Recentemente foi verificado que a doxiciclina tem ação 

quelante (LIPOWSKY; SAH; LESCANIC, 2011) e consequentemente pode inibir 

eficientemente a  ação das MMPs (LIPOWSKY; SAH; LESCANIC, 2011; PIMENTA et 

al., 2013; JUNG et al., 2016). 
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Pode-se  encontrar em literatura que extratos de chá verde podem apresentar 

ação inibitória de MMPs com diferentes intensidades em determinados tipos de MMPs 

(SARKAR et al., 2016; CHOWDHURY et al., 2017).  

A família dos bisfosfonatos também mostrou ação inibitória da ação das 

enzimas degradantes de matriz extracelular, possivelmente pela ação quelante de 

zinco e cálcio (GOMES FRANCA et al., 2015). Alguns autores mostraram que o ácido 

polivinilfosfórico (PVFF) teve efeitos inibitórios sobre as MMPs com grande eficiência 

(LEITUNE; COLLARES; WERNER SAMUEL, 2010). Mais eficiente que a CHX o PVFF 

pode envolver as fibras colágenas protegendo-as dos danos enzimáticos (GURGAN; 

BOLAY; KIREMITCI, 1999).  

Com mecanismo similar ao da CHX os compostos quaternários de amônio 

inibem efetivamente a MMP 9, notadamente em situação de dentina desmineralizada 

(MAZZONI et al., 2006). O composto denominado brometo de 12-

metacriloiloxidodecilpiridínio é um bom agente antimicrobiano e pode ser adicionado 

aos primers de sistemas autoadesivos sem problemas quanto a polimerização 

(WANG, L. et al., 2013; DE ARAUJO et al., 2014).  Cloreto de benzalcônio foi testado 

contra ação da MMP 2, 8 e 9 e mostrou-se como um ótimo inibidor (SULKALA et al., 

2007). O Cloreto de benzalcônio também foi utilizado em sistemas adesivos e mostrou 

melhor durabilidade da camada hibrida (BEDRAN-RUSSO, A. K. et al., 2014; VIDAL 

et al., 2014). 

Os agentes formadores de cross link têm capacidade de melhorar a 

estabilidade do colágeno de regiões de dentina desmineralizada (FABRY; OKEMO; 

ANSORG, 1998; PAI; ACHARYA; UDUPA, 2004). O uso de glutaraldeído, 

proanthrocyanidin, genipina  (SHARMA et al., 2014), riboflavina (VEERARAGHAVAN 

et al., 2011), ácido tânico (MUKESH et al., 2014) e carbodiimida (TJADERHANE et 

al., 2013) (70) mostraram melhora considerável na estabilidade estrutural das fibras 

colágenas e mantendo as uniões da camada hibrida, tornando assim esta relação 

mais duradoura (TANDAN et al., 1990; VANKA et al., 2001; CHIASSON; BOSTANIAN; 

VINCENT, 2004; VENZON et al., 2008; ELUMALAI et al., 2012). 

Para PASHLEY et al. (2011), as técnicas de adesão que consistem de 3 passos 

(condicionamento e limpeza) e de 2 passos (sistemas auto condicionantes) são 

considerados os padrões de ouro.  A técnica de 2 passos é a mais utilizada devido 

dificuldades de se garantir um condicionamento homogêneo de todas as superfícies 
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e uma completa lavagem do ácido quando da utilização da técnica de 3 passos 

(CHERSONI et al., 2005). 

O novo sistema de cimentos autoadesivos não requer condicionamento ácido 

da estrutura dental e a aplicação de agentes de união antes da cimentação. Isto 

simplifica o procedimento de cimentação porque se reduz o número de passos quando 

comparado aos procedimentos convencionais (RADOVIC et al., 2008; FERRACANE, 

J. L.; STANSBURY; BURKE, 2011; ANDRE, C. B. et al., 2013). A aplicação de 

cimentos auto condicionantes poderia ser mais complexa do que nos cimentos 

autoadesivos particularmente devido à evaporação do solvente, remoção do excesso 

de adesivo e fotopolimerização nas áreas apicais. Por outro lado há autores que citam 

que os cimentos autoadesivos podem levar à deposição de fosfatos de cálcio na 

dentina que são instáveis em meio aquoso, interferindo com a integridade da união 

(FERRACANE, J. L.; STANSBURY; BURKE, 2011; VAN MEERBEEK et al., 2011). 

Mesmo assim, o uso de cimentos autoadesivos pode melhorar a retenção de pinos de 

fibra de vidro no interior do canal (SARKIS-ONOFRE et al., 2014).  Poucas 

informações estão disponíveis sobre as reações químicas e a durabilidade de união 

destes cimentos (ANDRE, C. B. et al., 2013). 

A contaminação secundária do conduto radicular tem sua origem com a simples 

exposição da dentina com o meio bucal (HARAGUSHIKU et al., 2015), o que ocorre 

com o preparo do conduto radicular sem o devido isolamento absoluto. A saliva tem 

sido considerada a maior fonte de contaminação pós preparo, principalmente quando 

a guta-percha é removida sem proteção dos terços médio e cervical, deixando 

remanescente de 3-4mm apical (HARAGUSHIKU et al., 2015). 

Delai e colaboradores (DELAI et al., 2018) demonstraram a influência negativa 

da contaminação do sistema radicular por microrganismos (principalmente E. faecalis) 

em que houve redução da força adesiva de sistemas auto adesivos. A recontaminação 

do conduto preparado, na maioria das vezes, acontece por microrganismos mais 

resistentes e de difícil controle (PECIULIENE et al., 2008). Outros autores relatam que 

a presença de bactérias gram negativas são as de mais fácil colonização devido aos 

fatores que provém do conduto endodôntico (SIQUEIRA; ROCAS, 2008). A espécie 

mais prevalente em contaminações intracanais é o Enterococcus faecalis por ser de 

rápida proliferação e por ser um microrganismo anaeróbio facultativo se adapta bem  

ao ambiente com ou sem a presença de oxigênio (CAMILLOTO et al., 2010; KASIC et 

al., 2017; BARAS et al., 2019; SOARES, J. A. et al., 2019). 
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Em estudo, 80 blocos de dentina foram esterilizados, setenta foram incluídos 

em 0,1 mL de inoculo bacteriano fresco e mantido 7 dias sobre umidade e temperatura 

controlada. Assim, foram divididos em oito grupos (n=10) de acordo com método de 

descontaminação: 1: 2,5% NaOCl; 2: 2,5% NaOCl + terapia fotodinâmica com azul de 

metileno, 18 J por 180 segundos; 3: 2,5% NaOCl + terapia fotodinâmica com azul de 

metileno 8J por 80 segundos; 4: azul de metileno; 5: terapia fotodinâmica e azul de 

metileno 18J e 180 segundos; 6: terapia fotodinâmica e azul de metileno 8J por 80 

segundos; 7: grupo positivo; 8: grupo negativo. Avaliação foi realizada por crescimento 

em meio e posterior análise em espectrofotometria com UV. Os autores contataram 

que apenas terapia fotodinâmica não foi capaz de eliminar os microrganismos com a 

mesma eficácia do que a associação com NaOCl (ESTRELA et al., 2018).  

Visto que adesão em dentina ainda é um obstáculo para o profissional todos os 

fatores precisam contribuir para aumentar consideravelmente a relação de união. 

Assim, vários fatores devem ser considerados: Enzimas colagenases, smear layer, 

estado da dentina, interações com cimento, agentes irrigantes.  

A CHX foi introduzida como uma solução irrigante com ação antimicrobiana 

com largo espectro de ação e relevante substantividade o que faz com que essa 

solução seja utilizada em dentina coronal e radicular reduzindo a atividade proteolítica 

(CECCHIN et al., 2011a; GOMES FRANCA et al., 2015). De acordo com LEITUNE; 

COLLARES; WERNER SAMUEL (2010) embora este potencial proteolítico tenha sido 

demonstrado, sua ação positiva não é detectada imediatamente, principalmente na 

dentina radicular, o que pode comprometer a adesão coesiva do cimento à dentina. 

Assim, este pré-tratamento com CHX pode ser um problema se a substância interferir 

nos procedimentos de união. Na literatura há resultados conflitantes, alguns estudos 

sugerem que a CHX afeta a resistência de união (GURGAN; BOLAY; KIREMITCI, 

1999; WANG, L. et al., 2013; DE ARAUJO et al., 2014) enquanto outros estudos 

reportam que a CHX não afeta a união ou a microinfiltração de sistemas de união (DE 

CASTRO et al., 2003; COLLARES et al., 2013). HIRAISHI et al. (2009; 2010) 

investigando o efeito do pré tratamento da dentina com CHX e sua influência na força 

de união e microinfiltração de cimentos auto-adesivos chegaram à conclusão de que 

essa substância reduziu a força de união e produziu maior microinfiltração. A CHX 

pode auxiliar inibindo a ação das MMPs sobre as fibras de colágeno (PASHLEY et al., 

2004; CECCHIN et al., 2011b), porém já foi mostrado que esta exerce ação negativa 

sobre a camada hibrida dentro de 18 a 24 primeiros meses da confecção do processo 
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restaurador (RICCI et al., 2010). Algumas substâncias recentemente estudadas têm 

demostrado grande valor na proteção das fibras colágenas quanto à degradação 

enzimática. Esta proteção se dá pela união da substância às fibras de modo que a 

ação degradativa não acontece, substâncias que agem desta forma são denominadas 

“cross linkers”. A proanthoyanidina (PTH) apresenta característica de um cross linker 

(EPASINGHE et al., 2013; BEDRAN-RUSSO, A. K. et al., 2014; VIDAL et al., 2014; 

LEE, J.; SABATINI, 2017). A PTH atua de forma a melhorar as propriedades 

biomecânicas bem como bioestabilidade da dentina desmineralizada (CASTELLAN et 

al., 2010; VIDAL et al., 2014). Além disso, ocorre aumento imediato da força de adesão 

resina-dentina (AL-AMMAR; DRUMMOND; BEDRAN-RUSSO, 2009).  

Na literatura há resultados conflitantes, alguns estudos sugerem que a CHX 

afeta a resistência de união (GURGAN; BOLAY; KIREMITCI, 1999; WANG, L. et al., 

2013). SANTANA et al. (2015) realizaram experimento analisando técnica de 

instrumentação, solução irrigante, envelhecimento dos espécimes a adesão do 

cimento resinoso quando usado para cimentação de pinos de fibra de vidro. 

Constataram que o uso de hipoclorito de sódio foi satisfatório em relação à CHX no 

que diz respeito à adesão em teste push-out. HIRAISHI et al. (2009) investigando o 

efeito do pré tratamento da dentina com CHX e sua influência na força de união e 

microinfiltração de cimentos autoadesivos chegaram à conclusão de que essa 

substância reduziu a força de união e produziu maior microinfiltração.  

Visando a dificuldade de se desenvolver um protocolo de assepsia do conduto 

intrarradicular já preparado para receber a cimentação do pino de fibra de vidro é 

necessário que se alcance novas opções para este passo. A Azadirachta indica ou 

mais comumente conhecida por “Neem” ou “Nim”, uma espécie de planta já bastante 

conhecida pela ciência (KUMAR; NAVARATNAM, 2013), pode ser uma opção. Desde 

tempos pré-históricos extratos de neem são usados pela humanidade. Na civilização 

antiga de Harappa (India) foram encontrados extratos de neem em potes quem 

indicavam a realização de cirurgias e fitofarmacologia antiga, datada de 4500 anos 

atrás. Da árvore Neem são utlilizados: frutos, sementes, óleo, folhas, raizes e casca 

de acordo com a situação (KUMAR; NAVARATNAM, 2013). Segundo alguns autores 

(BISWAS et al., 2002), 135 compostos foram isolados e estudados de diversas partes 

da Azadirachta indica. Dentre as substâncias extraídas pode-se encontrar anti-

inflamatórios (JAIN, A.; BASAL, 2003), antibacterianos (FABRY; OKEMO; ANSORG, 

1998; PAI; ACHARYA; UDUPA, 2004), antifúngicos (FABRY; OKEMO; ANSORG, 
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1998; NATARAJAN et al., 2002) e imunomoduladores (UPADHYAY et al., 1992). 

Mukesh et al. (2014) relataram que o uso da forma tópica de extratos de Azadirachta 

indica age de forma eficaz como repelente do mosquito Aedes aegypti. Alguns autores 

relatam que a interação de compostos extraídos do Neem podem decrescer ou até 

mesmo inibir a ação dos fatores de crescimento (IGF) (SHARMA et al., 2014). Alguns 

autores mostraram que extratos de Neem podem auxiliar na indução de apoptose de 

células cancerígenas (VEERARAGHAVAN et al., 2011; ELUMALAI et al., 2012), 

Componentes isolados das folhas de Neem podem inferir na proliferação e 

crescimento de células cancerígenas. Especula-se a atividade anticariogênica de 

extratos de Neem para controle de Streptococcus mutans para uso em forma de 

colutório (VANKA et al., 2001).  

As principais substâncias extraídas são uma mistura de 3 a 4 correlatos, que 

podem ser modificados em 20 outros de menores estruturas. Estes pertencem a 

classe dos produtos naturais denominados tetranortriterpenoides, mais 

especificamente limonóides. Dos derivados de Neem são encontrados nove 

limonóides de interesse para uso nas ciências de saúde. Dentre estes limonóides 

podemos citar: azadiractina, nimbin, nimbinin, nimbidinin, nimbolide, ácido nimbidico 

(BISWAS et al., 2002). 

Os extratos de Neem são amplamente usados como defensivos agrícolas e 

eficientes no controle de pragas como agentes naturais apresentando curto efeito 

residual (CHIASSON; BOSTANIAN; VINCENT, 2004), além de toxicidade 

significativamente baixa para seres humanos (VENZON et al., 2008). 

Extratos alcoólicos de folhas de Neem têm baixa toxicidade e os limites para 

uso estabelecidos foram de 176 mg/Kg de massa corpórea (TANDAN et al., 1990). 

Shah et. al. (2016) mostraram a eficiência da Azadirachtina (AZD), substância 

extraída dos vários extratos de Neem, contra Enterococcus faecalis em tratamento 

endodôntico. O estudo afirma que mesmo em concentrações de 2,6%, a solução de 

AZD mostrou eficiência similar ao do Hipoclorito de Sódio 3%. Kankariya et. al. 

(KANKARIYA; PATEL; KUNTE, 2016) concluíram que solução aquosa de AZD 40% é 

similar a ação de CHX 0,2% no controle do Streptococcus mutans presente no biofilme 

de crianças na faixa de 8 a 12 anos. (SHAH et al., 2016) 

A adesão à parede dentinária ainda é um desafio na rotina clínica. A relação 

entre sistema adesivo e esmalte já é bastante conhecida e existe grande gama de 
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produtos para este fim que já mostraram resultados bastante satisfatórios (ROSA; 

PIVA; SILVA, 2015). 

Um estudo de Haragushiku (2015) em que 53 dentes tratados 

endodonticamente foram submetidos a contaminação por E faecalis por 1 hora e 30 

dias. Para limpeza dos condutos foi realizada irrigação de acordo com os seguintes 

grupos: NaOCl 2,5%; CHX 2%; água estéril. Cimentação foi realizada de acordo com 

as indicações do fabricante e realizaram teste push out. A descontaminação com 

solução NaOCl foi verificada apenas no grupo de 1 hora. Com CHX ambos os tempos 

mostraram efetividade. NaOCl não mostrou influência na força de adesão. No grupo 

CHX foi observado valores de adesão mais altos. Em microscopia eletrônica de 

varredura foi detectada presença de tags em ambos grupos irrigantes. Concluindo,  a 

CHX mostrou melhores resultados em ambas análises, tanto na força de adesão 

quanto na eliminação de microrganismos (HARAGUSHIKU et al., 2015). 

Quanto ao tipo de união entre sistema resinoso e dentina UBALDINI et al. 

(2018) e colaboradores realizaram experimento utilizando a técnica pull out, micro-

Raman para cimentos resinosos convencionais, autoadesivos e auto condicionantes; 

chegaram à conclusão de que a interação cimento resinoso – dentina acontece 

prioritariamente pela interação química. (UBALDINI et al., 2018) 

Estudos que envolvem análises dos componentes da dentina requerem testes 

específicos. A zimografia foi proposta para analisar a atividade de enzimas presentes 

em diversas situações da fisiologia animal (LEBER; BALKWILL, 1997); os alvos da 

zimografia são as atividades de MMPs já identificadas com ação gelatinolítica, ou 

ainda colagenolítica (TOTH; SOHAIL; FRIDMAN, 2012). Portanto, o teste de 

zimografia pode ser utilizado em diversas situações, notadamente patológicas, como 

por exemplo, doença periodontal (TAJHYA; PATEL; BEETON, 2017). 

No presente estudo foram utilizados dentes bovinos para as análises devido à 

grande similaridade com a micro estrutura dentinária (dentina e esmalte) apresentada 

pelo dente humano e, também, pela facilidade de obtenção dos mesmos (NOVAIS et 

al., 2016; SOARES, F. Z. et al., 2016). 

Vários testes de estresse são aplicados em análises de materiais 

odontológicos. Dentre eles, o push out tem sido usado com grande frequência para 

estudos da relação dentina e sistema resinoso quanto à sua resistência 

(ARMSTRONG, S. et al., 2010). O teste push out tem sido o mais utilizado quando a 
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análise requer a verificação da resistência de união entre 2 materiais diferentes (EL 

MOURAD, 2018).  

KURTZ et al. (2003) relatam que o teste de push-out apresenta resultados mais 

fiéis do que  tensão de cisalhamento, uma vez que o rompimento ocorre paralelamente 

à interface de adesão. Porém, Goracci et al. (2005) relatam que os resultados deste 

teste são de modo geral, maiores do que em outros testes similares, fato originado 

possivelmente pela fricção durante o deslocamento, que cria tensão na interface da 

restauração. (KURTZ et al., 2003; GORACCI et al., 2005) 

Outro método de análise dos materiais odontológicos é a análise pela 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). A microscopia teve grande evolução 

quando a microscopia eletrônica de varredura foi incorporada aos meios de análises. 

Em 1935 houve o primeiro trabalho descrito com o conceito de microscopia eletrônica 

(Knoll, 1935). Posteriormente Ardenne (1938) desenvolveu um microscópio eletrônico 

de varredura e transmissão. Mais tarde Zworykin (1942) desenvolveu a transmissão 

de elétrons e sensores de captação de elétrons. Em 1960 foi desenvolvido o sistema 

que transforma os feixes eletrônicos em luz para melhor resolução (EVERHART; 

THORNLEY, 1960). Na Odontologia a microscopia eletrônica de varredura é aplicada 

para analisar seus diversos seguimentos, notadamente em materiais odontológicos, 

mas também no comportamento biológico responsivo e o comportamento de 

substâncias em meio oral. 

O presente trabalho visa analisar uma solução alternativa, AZD, para CHX 

como agente de limpeza pré cimentação de pinos de fibra de vidro associado a 

sistemas de cimentação resinosos, de modo que apresente características de controle 

antimicrobiano, aprimoramento da adesão em substrato dentinário e não interaja 

negativamente com o sistema resinoso. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo geral do presente estudo foi analisar a ação da Azadirachtina 

purificada, utilizada na fase de preparo intrarradicular, sobre a força de união de pinos 

de fibra de vidro fixados com cimento resinoso autoadesivo em dentes bovinos 

tratados endodonticamente, analisar seu potencial bactericida/bacteriostático e sua 

atividade antigelatinolítica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a) análise da força de união do cimento resinoso à dentina radicular pelo teste 

de push out comparando a ação da Azadirachtina purificada com outras 

soluções irrigantes: soro fisiológico, CHX, hipoclorito de sódio e EDTA; 

b) análise das características da superfície tratada com as diferentes soluções 

irrigantes após o teste de resistência de união, por meio de microscopia 

eletrônica de varredura; 

c) análise do potencial bactericida / bacteriostático da Azadirachtina sobre o 

microrganismo E. faecalis; 

d) Análise da atividade antigelatinolítica da Azadirachtina, por meio da técnica 

de zimografia e fluorimetria 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção e Preparo dos Dentes Bovinos: 

 

Foram selecionados 100 dente incisivos centrais bovinos hígidos, limpos e 

retos. Os dentes tiveram sua raiz seccionada obtendo-se 18 mm da porção radicular 

para padronização dos tratamentos endodônticos e preparo do conduto (Figura 1). 

Dentes com ápices não formados foram excluídos da pesquisa. 

Os dentes foram tratados endodonticamente de acordo com a seguinte técnica:  

Para exploração do canal foi utilizada inicialmente uma lima endodôntica # 15 

(Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suíça), que foi introduzida até que aparecesse no 

ápice da raiz, em seguida recuou-se 1mm (milímetro), para que se atingir o 

comprimento de trabalho. A instrumentação do canal foi feita inicialmente com as 

limas #15 à #40, para formar o batente apical. Após isso foi realizado o escalonamento 

radicular, com recuos de 1mm a cada troca de lima, das limas #40 à #80; à partir da 

lima #80, foram  utilizadas brocas de Largo de #2, #3 e #4 (Dentsply, Maillefer, 

Ballaigues, Suíça), recuando-se 2mm a cada troca de broca. Durante as trocas de 

limas e brocas, foi realizada a irrigação do canal com solução Dakin (Biodinâmica, 

Ibiporã, PR, Brasil). Após a instrumentação e irrigação dos canais, os condutos foram 

secos com papel absorvente (Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suíça) e obturados com 

cone de guta percha #40 (Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suíça) e cones acessórios 

R7 e R8 (Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suíça). Como cimento endodôntico foi 

utilizado o cimento resinoso Sealer 26 (Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suíça), 

manipulado e espatulado de acordo com as instruções do fabricante. Concluído o 

tratamento endodôntico os dentes foram armazenados em umidade relativa de 100%, 

por um período de 72 horas. 
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Figura 1: Dente seccionado e com tratamento endodôntico finalizado. 

 

 

Decorridas as 72 horas foi realizada a remoção do material que preenche o 

conduto preservando-se 3 milímetros apicais (Figura 2). Foi realizada inspeção clínica 

do conduto para avaliar se a exposição da dentina foi plena, esta etapa foi realizada 

por meio de visualização com auxílio de lupas de aumento. Nesta etapa os dentes 

foram divididos em 5 grupos que tiveram seus condutos irrigados com 2 mL, pelo 

tempo de 1 minuto das seguintes soluções: 

 - G1 Soro fisiológico (controle) 

 - G2 Azadirachtina aquosa 0,5% 

 - G3 CHX aquoso 2% 

 - G4 Hipoclorito de Sódio 2,5% 

 - G5: EDTA 17% 
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Figura 2: Remoção do material obturador com broca de Largo, deixando 3 mm apicais. 

 

 

Depois de ajustados, os pinos de fibra de vidro (Reforpost, Angelus, Londrina, 

PR, Brasil) foram limpos com álcool 70, e passaram pelo processo de silanização, que 

consiste na aplicação de silano (Angelus, Londrina, PR, Brasil) na superfície do pino 

com o auxílio do cavibrush longo (Condac 37, FGM, Joinville, SC, Brasil), com 

posterior espera de 1 minuto.  

O preparo do conduto foi feito com condicionamento com ácido fosfórico à 37% 

(Condac 37, FGM, Joinville, SC, Brasil) por 15 segundos, seguido por lavagem 

abundante do canal radicular e secagem com cone de papel absorvente. Em seguida, 

o cimento resinoso autoadesivo dual (RelyX U200, 3M ESPE -Sumaré/SP), foi 

manipulado de acordo com as recomendações do fabricante e aplicado ao redor do 

pino e no interior do conduto radicular com o auxílio de um explorador reto, finalizando 

com a introdução do pino de fibra de vidro no canal radicular e fotoativação 

(500mW/cm2) por 40 segundos (Ultralux, Dabi Atlante, Ribeirão Preto, Brasil) 
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Ao final, os corpos de prova foram armazenados em umidade relativa de 100%, 

por 72 horas. 

 

Figura 3: Pino de fibra de vidro cimentado. 

.  
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3.2 Preparo dos slices para o teste Push Out 

 

Foram realizadas marcações na raiz indicando os terços a cada 6mm. A contar 

da porção cervical foi eliminado 1mm e utilizado o milímetro seguinte; na porção média 

foi utilizado o segundo milímetro e na porção apical foi repetido o processo (Figura 4). 

Estes slices foram utilizados no teste de push out (CALIXTO et al., 2012; 

KAHNAMOUEI et al., 2012; BAENA; FLORES; CEBALLOS, 2017). 

 

Figura 4: Divisão para os cortes dos slices utilizados no teste de push out. 

 

 

3.2.1 Teste Push Out 

 

Cada slice foi posicionado em dispositivo adaptado na máquina de ensaio 

universal EMIC 2000 (EMIC DL.2000, EMIC, São José dos Pinhais, PR, Brasil) de 

forma que as paredes compostas por dentina ficassem apoiadas e a região intracanal 

e o pino de vidro não tivessem suporte (Figura 5). Foi aplicada célula de carga de 5 N 

de força e velocidade de 1mm por minuto até o rompimento. Após o rompimento os 

valores de força de união de cada espécime foram registrados, para posterior análise 

(ROYDHOUSE, 1970; DE LIMA et al., 2016; KAMALASANAN et al., 2017). 
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Figura 5: Máquina universal de Ensaio EMIC 2000 (EMIC DL.2000, EMIC, São José dos 
Pinhais, PR, Brasil) em que foi realizado teste push out. 

 

 

Figura 6: Esquema do procedimento do teste push out. A seta azul representa a força 

aplicada pela máquina. 
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Figura 7: Corpo de prova posicionado na máquina universal de ensaios, para o teste de push 

out. 

 

 

 

Figura 8: Corpo de prova após a compressão (push out) com visível degrau entre sistema 
resinoso e dentina. 
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3.3 Análise Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

O corpo de prova resultante do teste push out foi seccionado ao meio com disco 

carburundum (Dentorium, Nova York, EUA) de modo a se obter duas metades em 

forma de “C”. Inicialmente, o espécime seccionado passou pelo processo de 

desidratação com sequência ascendente de grau alcoólico de álcool etílico (40º, 50º, 

70º, 80º e 96º GL), permanecendo por 1 hora em cada concentração alcoólica e, ao 

final, em álcool etílico absoluto por 24 horas. Em seguida os espécimes foram 

colocados em um dessecador até o momento da análise por MEV, de forma a impedir 

a umidificação das amostras. No momento da análise, os espécimes receberam uma 

cobertura ultrafina de material eletricamente condutor (aproximadamente 30 

nanometros), por meio de um processo denominado metalização. Na sequência, 

foram fixados com fita adesiva condutora de corrente elétrica em suportes metálicos 

(Stubs). 

Sendo assim as amostras preparadas foram levadas para análise em MEV 

(Oxford Instruments, Scotts Valley, California) nos aumentos de 1000, 2500, 5000 e 

10000 vezes. 

 

3.4 Concentração inibitória mínima 

 

Tryptone Spya Broth (TSB): Foi preparado com 1000 mL de água destilada e 

30 g do meio de cultura de Tryptone Soya Broth (HiMedia Laboratories RVT LTDA, 

Mumbai, Índia), após sua total homogeneização o meio de cultura foi levado para 

esterilização durante 15 minutos a 121ºC. 

Tryptone Soya Agar (TSA): Para preparo deste meio foi utilizado 1000 mL de 

água destilada, 40 g de meio de cultura desidratado de tryptone Soya Agar (Himedia 

Laboratories PVT. LTDA, Mumbai, Índia). Após homogeneização o meio foi levado 

para esterilização durante 15 minutos a 121ºC. 

Para análise do efeito antimicrobiano e inibidor da AZD foi realizada cultura de 

Enterococcos faecalis em meio TSB durante 24 horas. Deste meio mãe foram 

coletados 3 mL e centrifugados a 4200g por 5 minutos (Centrifuge 5430R, Eppendorf). 

O pellet foi resuspenso em 3,5 mL de PBS (Figura 9), passado em vortex e 

centrifugado novamente por 5 minutos a 4200g (Centrifuge 5430R, Eppendorf).  

Figura 9: Pellet formado após centrifugação do meio de cultura TSB. 
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3.4.1 Espectrofotômetro 

 

Cubeta 1 (Figura 10) foi preenchida com PBS (branco) e levada para máquina 

de leitura (Figura 11) a 650 nm. Outra cubeta (2) foi preenchida com o meio de cultura  

anteriormente citado. O meio apresentou leitura de 0,15 (este número refere a 5 x 10 

[5] unidades formadoras de colônias). Assim, cada poço recebeu 5uL do meio de 

cultura. 
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Figura 10: Cubeta de leitura do espectrofotômetro. 

 

 

 

Figura 11: Máquina de espectofotometro MultiScakn GO(Thermo Scientific, Tokyo, Japão). 
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Após obtenção de concentração de 0,15 na análise de espectrofotômetro, foi 

separado 100 uL de meio para preenchimento do poço 1 e acrescido 100 uL de 

solução de AZD 10 uL/mL e realizada a homogeneização. Outros 100 uL de meio 

foram dispensados nos poços 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12. Foram coletados 100 

uL do poço 1 e dispensados no poço 2, realizada homogeneização e coleta de mais 

100 uL do poço 2 para o poço 3. Estes procedimentos de troca foram realizados de 

forma que todos poços recebessem diluições progressivas de AZD em todos meios. 

Poços 11 e 12 não receberam volume dos anteriores. Poço 11 apenas meio 

contaminado e poço 12 meio estéril (controle negativo) (Figura 12). Esta etapa foi 

realizada em duplicata. 

 

Tabela 1: Concentrações de AZD definidas para teste de concentração inibitória 
mínima. CP = controle positivo; CN = controle negativo. De 1 para 10 foi realizada 
diluição na proporção de 1 para 2 até obtermos 10 concentrações diferentes. 

Concentração (µ/mL) 
CP CN 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

5,0 2,5 1,25 0,625 0,312 0,15 0,07 0,039 0,019 0,009 0 0 

 

Figura 12: Preenchimento dos poços com meio inoculado e AZD em diferentes 
concentrações. 
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Preparada a placa de cultura esta foi levada pelo tempo de 24 horas em estufa 

à temperatura de 37ºC (Figura 13). 

 

Figura 13: Estufa para controle da temperatura a 37ºC. 

 

 

Figura 14: Placa em estufa a 37ºC para ser guardada por 24 horas. 
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3.4.2 Semeadura do meio sólido 

 

Foi realizada semeadura em meio TSA, utilizando cada meio com diferentes 

diluições. Cada duplicata gerou uma semeadura de modo que se pode verificar com 

segurança a inibição ou não da ação da AZD. 

 

Figura 15: Placa de Petri com meio TSA preparado para inoculação. 

 

 

3.5 Zimografia  

 

3.5.1 Reagentes preparados para realização do gel 

 

Tris CL 1 M: foi adicionado 121,0 g de Tris Base 1 M em 84 mL de HCL e 

ajustado o pH para 7,4. Esta solução, depois de homogeneizada, foi armazenada em 

refrigerador a 8ºC. 

Tampão Tris 50 mM com CaCl² a 10 mM: foram separadas 50 mL da solução 

Trix CL 1 M e acrescentados 990 mL de água, seguido de homogeneização e 

armazenagem em refrigerador a 4ºC. 

Tampão de corrida 5x: foi adicionado 15,1 g de Tris base (0,125M), 72 g de 

glicerina, 5,0 g de SDS e completado com água até atingir 1 litro. Esta solução foi 

armazenada em refrigerador a 4ºC. 



54  |  Material e Métodos 

Solução Renaturante Triton X 100: em 100 mL de água fervente foi adicionado 

10 mL de Triton X 100 e em seguida adicionado água até atingir volume de 500 mL e 

a solução foi armazenada em refrigerador a 4ºC. 

Corante coomassie blue: Volume final da solução deveria ser de  1 L. 

Inicialmente foram adicionados 300 mL de metanol 30%, 100 mL de ácido acético 

10%, 0,5 g de coomassie blue G250 0,05% e água destilada foi utilizada para 

completar-se para 1 litro. Após a homogeneização a solução foi armazenada em 

temperatura ambiente. 

Descorante: foram acrescidos 300 mL de metanol 30%, 100 mL de ácido 

acético 10% e completou-se com água até atingir 1 litro. Seu armazenamento foi feito 

em temperatura ambiente. 

Tampão de amostra não redutor 2x: foram preparados 25 mL de solução 4x tris 

CL/SDS com pH 6,8, 20 mL de glicerol 20%, 4g de SDS 4% e 1,0 mg de azul de 

bromofenol 0,001%, e foi acrescentada água até completar 100 mL. Alíquotas de 1 

mL foram pipetadas em tubos eppendorf para serem armazenados em freezer à 

temperatura de -20ºC. 

Tampão de amostra não redutor 6x: para esta solução foram adicionados 7 mL 

de solução 4x tris CL/SDS com pH 6,8, 3 mL de glicerol 30%, 1g de SDS, 1,2 g de 

azul de bromofenol 0,0012%. A solução foi completada com água até 100 mL e 

alíquotas de 0,5mL foram acondicionadas em tubos de eppendorf e armazenadas em 

freezer à temperatura de  -20ºC. 

Agarose 3%: foram separados 3 g de agarose, adicionou-se 100 mL de água 

fervente até que a solução tornou-se homogênea. Foi então armazenado em 

refrigerador a 4ºC. 

Solução de Contração: foram adicionados 300 mL de metano a 30%, 50 mL de 

glicerol 5% e completados com água até atingir 1 L. a solução foi armazenada em 

temperatura ambiente. 

 

3.5.2 Preparo do Gel 

 

O gel foi preparado utilizando duas placas de vidro separadas por espaçadores 

e um pente que moldou o gel deixando espaços que serviram de poços de aplicação 

das amostras, como mostra o esquema a seguir (Figura 16):  
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Figura 16: Esquema de montagem dos dispositivos para conformação do gel de acrilabima e 
bisacrilamida. 

 

 

Foram então presas com dois grampos para não haver vazamentos das 

soluções. Inicialmente realizou-se o preparo com os seguintes reagentes em becker 

de 500 mL: 4,9 mL de água, 6,0 mL de solução de acrilamida 30% e bisacrilamida 

0,8%, 3,75 ml de tampão 4x tris Cl/SDS pH 8,8, 3,75 uL de gelatina, 50 uL de APS 

10% e 10 uL de TEMED. Os reagentes foram homogeneizados e dispensados no vão 

entre placas com auxílio de pipetas. Em volume foi preenchido 70% do vão. Aguardou-

se a polimerização do gel por aproximadamente 30 minutos. Então iniciou-se o 

preparo do gel de largada, em Becker de 250 mL misturou-se os seguintes reagentes: 

3,05 mL de água, 650 uL de solução de acrilamida 30% e bisacrilamina 0,8%, 1,25 

mL de tampão 4x Tris Cl/SDS pH 6,8, 25 uL de APS 10%, 5 uL de TEMED. Todos 

reagentes foram misturados até completa homogeneização e dispensados sobre o gel 

de separação já polimerizado. Por fim acrescentou-se o pente que moldou os poços 

para aplicação das amostras. Aguardou-se mais 30 minutos a polimerização do gel 

de largada.  

 

3.5.3 Aplicação e Corrida das amostras 

 

Com 1,5 ug de AZD liofilizada foi realizada suspensão em 15 uL de tampão Tris 

HCl, obtendo então dois volumes diferentes: a – 10 uL e 1 ug de AZD; b – 5 uL e 0,5 

ug de AZD. Em seguida foi adicionado tampão 4x na proporção de cada volume, 

sendo assim 2,5 uL em a e 1,1 uL em b. Foi adicionado também 1 uL de corante em 
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cada amostra e para amostra a foi adicionado 0,5 ug de MMP2 resuspenso em 7,5 uL 

de Tris HCl e em b foi adicionado 0,5 ug de MMP2 resuspenso em 6,9 uL de Tris HCl. 

Dessa forma, resultou que a mostra apresentaria uma relação (MMP2 para AZD) de 

1:2 e amostra b 1:1 em relação MMP2 e AZD. As amostras foram homogeneizadas e 

aplicadas imediatamente em seus respectivos poços. 

Foi colocado tampão de corrida 1 X no tanque superior da cuba, até cobrir o 

gel. Aplicadas as amostras, a cuba foi levada ao refrigerador. Os eletrodos foram 

ligados de acordo com as marcações de polos positivos e negativos. A fonte foi ligada 

e ajustada amperagem de 30 mA, mantida até a corrida total das amostras (Figura 

17). 

 

Figura 17: Amostras aplicadas no gel de poliacrilamida previamente ao início da corrida. 

 

 

3.5.4 Coloração do gel 

 

O gel da placa foi retirado e transferido para o reservatório com 100 mL de 

Triton e foi levado à bailarina por mais 30 minutos numa velocidade de 3,0g. A solução 

foi descartada, adicionados mais 100 mL da solução de Triton, e novamente levados 

à bailarina por mais 30 minutos numa velocidade de 3,0g. 

O Triton foi descartado e adicionado mais 100 mL de Tampão Tris.CaCl2. O 

armazenamento se deu na estufa (37°C), por aproximadamente 18 horas. O Tampão 

Tris. CaCl2 foi substituído por 100 mL de corante Coomassie Blue G-250. Então o gel 

foi levado à bailarina por 3 horas na velocidade de 3,0g. O corante do recipiente foi 
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substituído pelo descorante e levados para agitação pelos seguintes tempos e 

volumes de descorantes: 15 minutos com 150 ml de descorante; 30 minutos com 150 

ml de descorante; 60 minutos com 150 ml de descorante. O descorante foi substituído 

por 150 ml de solução de contração. Assim, o gel pode ser fotografado (HU; BEETON, 

2010; BENCSIK et al., 2017; CHHABRA; RANI, 2018). 

 

3.6 Fluorimetria 

 

Para análise por fluorimetria foram resuspensos 5 µg de AZD liofilizada (Sigma-

Aldrich, EUA) em 50 µL de solução Tris HCl 50 mM de modo que a solução se 

adequasse à concentração de 10% de AZD. Isto foi feito para a mistura final de cada 

poço resultar adequadamente com as porcentagens de 1%, 0,5% e 0,25% em 

concentração final. Foi preparada, também, solução de MMP2 recombinante humana 

(Abcam, Reino Unido) utilizando 50 µg de MMP2 e 100 µL de tris HCl e foi incubada 

em geladeira até momento do uso. Peptídeo ES001 (Merck SA, Brasil) foi utilizado 

para o experimento, este foi reservado em 3 µL de peptídeo e 27 µL de solução Tris 

HCl pH 7,4, resultando numa solução de 30 µL final e 10% de ES001. Em seguida em 

placa opaca e preta foram selecionados 5 poços (A; B; C; D; E) para realizar análise 

na máquina de fluorimetria. Os poços foram distribuídos com seguinte formação: 

- A: Branco: 197 µL Tris HCl + 3 µL solução peptídeo ES001 

- B: Colagenase: 197 µL Tris HCl + solução peptídeo ES001 

- C: 15 µL MMP2 recombinante + 162 Tris HCl + 3 µL solução peptídeo ES001 

+ 20 µL solução de AZD 10% 

- D: 15 µL MMP2 recombinante + 172 µL Tris HCl + 3 µL solução peptídeo 

ES001 + 10 µL solução de AZD 10% 

- E: 15 µL MMP2 recombinante + 177 µL Tris HCl + 3 µL solução peptídeo 

ES001 + 5 µL solução de AZD 10% 
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Figura 18: Aplicação das amostras e reagentes para realização da leitura de absorbância em 
placa opaca de 96 poços. 

 

 

As soluções já misturadas e homogeneizadas foram pipetadas em seus 

respectivos poços. Aguardou-se 30 minutos em geladeira a 8ºC para que houvesse 

inicio da reação. Após tempo de encubação a placa foi levada ao leitor do Fluorimetro 

(Spectra Max, Gemini EM, Molecular Devices, San José, California, EUA). O software 

Softmax PRO (Gemini EM, Molecular Devices, San José, California, EUA) foi utilizado 

para definir os seguintes parâmetros:  

- Comprimento de onda da leitura: 320 – 405 nm 

- Sensibilidade: nível 12 

- Tempo de leitura: 2 horas / 12 horas 

- Intervalo entre leituras: 5 minutos / 10 minutos 

 

Figura 19: Máquina de leitura da absorbância SpectraMax Gemini EM (San José, California, 
EUA ). 
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Figura 20: Momento prévio à leitura, amostras e reagentes já estavam prontos para realização 
do teste. 

 

 

Os dados foram anotados em tabela de Excel. 

 

3.7 Análise estatística 

 

Os dados foram analisados com auxílio do programa Graphpad Instat 3.0 (IBM 

SPSS Statistics Version 20 - São Francisco - EUA). Para análise dos resultados foi 

realizado ANOVA e Tukey, Teste de Bonferroni aplicado como correção dos dados 

mais discrepantes. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Teste Push Out 

 

A decisão da não inclusão do terço apical no teste push out foi tomada devido 

à falta de selamento apical de grande parte dos espécimes, sendo assim a cimentação 

poderia ser defeituosa na porção apical. Resultados apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Resultados do teste de push out, terços cervical e médio. Ao final valor 
médio por grupo. 

SORO AZD CHX NaOCl EDTA 17% 

Médio Cervical Médio Cervical Médio Cervical Médio Cervical Médio Cervical 

155,26 118,42 124,42 132,54 15,99 59,32 12,03 53,6 16,68 91,45 

39,8 47,98 51,27 92,3 46,41 125,22 39,65 11,8 74,26 138,14 

49,35 68,22 55,21 44,89 33,13 76,42 63,82 18,32 112,86 76,66 

140,21 46,12 144,38 98,25 92,95 52,68 21,88 111,85 42,48 25,79 

13,23 146,2 46,94 125,65 105,59 113,25 36,08 100,3 47,91 77,81 

35,85 56,7 85,17 25,9 138,39 19,88 100,31 37,45 85,04 16,7 

23,51 110,78 42,99 130,11 21,86 145,87 42,29 46,77 27 140,27 

110,03 70,68 127,33 99,63 39,79 99,65 106,16 96,42 31,35 57,85 

56,29 101,8 25,14 17,81 25,64 58,42 105,11 64,83 9,78 49,67 

50,67 32,4 156,11 93,4 41,43 14,85 19,67 100,29 82,52 117,21 

79,73 67,9 2,25 114,29 73,6 155,89 80,42 31,54 104,36 110,9 

29,91 87,1 46,81 32,28 130,46 42,39 61,72 76,94 73,71 59,71 

112,26 17,2 31,97 90,386 70,38 85,74 32,01 22,18 14,2 144,28 

139,42 165,1 17,61 91,2 46,2 31,45 7,49 16,48 98,82 26,55 

110,98 122,64 147,28 42,19 59,55 99,76 42,83 45,8 9,39 79,35 

89,73 45,99 92,45 102,3 99,16 64,33 70,41 95,67 117,55 95,15 

164,29 149,8 63,04 92,99 112,43 141,28 40,5 88,14 114,33 121,78 

109,16 111,4 68,86 16,8 107,43 131,89 74,95 60,89 53,34 58,37 

97,41 94 120,12 55,49 76,86 79,18 15,98 130,81 116,85 102,11 

    106,73 115,16 132,49 100,66     91,29 78,15 

84,584 87,391 77,804 80,678 73,487 84,907 51,227 63,688 66,186 83,395 
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Todos os elementos que passaram por teste de push out apresentaram falha 

do tipo adesiva (em que o sistema adesivo se separa da dentina). 

 

4.2 Testes ANOVA e Tukey 

 

Foi realizado teste ANOVA com as medias repetidas em que a posição do corte 

na raiz (média/ cervical) era o dado vinculado. Ao comparar os grupos foi observada 

diferença significante (p=0,043), onde o Grupo H apresentou menor resistência que o 

Grupo S (p=0,035), os grupos A, E e C apresentaram valores intermediários (sem 

diferença significante entre e si e em relação a H e S). Ao comparar as posições não 

foi encontrada diferença significante entre média e cervical (p=0,099). A interação 

Grupo vs Posição não foi significante (p=0,905).  

 

Tabela 3: Valores do teste ANOVA. 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Grupo 17674,432 4 4418,608 2,571 ,043 

Erro 159842,234 93 1718,734   

posição 4284,983 1 4284,983 2,780 ,099 

posição * Grupo 1578,373 4 394,593 ,256 ,905 

Erro(posição) 143349,519 93 1541,393   

 

Tabela 4: Comparativos. 

Grupo Medial Cervical Total (Grupos) 

 Média Desvio 
Padrão 

Média Desvio 
Padrão 

Média Desvio 
Padrão 

A 77,80 46,87 80,67 38,41 79,241ab 42.3281 

C 73,48 39,35 84,90 42,29 79,197ab 40.7327 

E 66,18 39,04 83,39 38,36 74,790ab 39.1876 

H 51,22 31,56 63,68 36,14 57,458a 34.058 

S 84,58 46,99 87,39 42,07 85,987b 44.0204 

Total 
(Posição) 

70,71 41,89 80,10 39,60 
  

ab: letras minúsculas iguais indicam semelhança estatística entre os grupo (p>0,05) 
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Tabela 5: Valores estimados. 

Grupo Mean Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

A 79,241 6,555 66,224 92,258 

C 79,197 6,555 66,180 92,214 

E 74,790 6,555 61,774 87,807 

H 57,458 6,725 44,102 70,813 

S 85,987 6,725 72,632 99,343 

 

Tabela 6: Comparação por pares. 

(I) Grupo (J) Grupo 
Mean Difference  

(I-J) 
Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 
Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

A 

C ,044 9,270 1,000 -26,613 26,701 

E 4,451 9,270 1,000 -22,206 31,108 

H 21,784 9,391 ,226 -5,222 48,789 

S -6,746 9,391 1,000 -33,752 20,259 

C 

A -,044 9,270 1,000 -26,701 26,613 

E 4,406 9,270 1,000 -22,251 31,063 

H 21,739 9,391 ,228 -5,266 48,745 

S -6,791 9,391 1,000 -33,796 20,215 

E 

A -4,451 9,270 1,000 -31,108 22,206 

C -4,406 9,270 1,000 -31,063 22,251 

H 17,333 9,391 ,681 -9,673 44,338 

S -11,197 9,391 1,000 -38,202 15,809 

H 

A -21,784 9,391 ,226 -48,789 5,222 

C -21,739 9,391 ,228 -48,745 5,266 

E -17,333 9,391 ,681 -44,338 9,673 

S -28,530* 9,511 ,035 -55,879 -1,180 

S 

A 6,746 9,391 1,000 -20,259 33,752 

C 6,791 9,391 1,000 -20,215 33,796 

E 11,197 9,391 1,000 -15,809 38,202 

H 28,530* 9,511 ,035 1,180 55,879 

Baseado nas média marginais 
*A diferença da média é significante ao nível de 0,05. 
b. Ajuste de múltiplas comparações: Bonferroni 
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Tabela 7: Média seguida do desvio padrão. 

SORO AZD CHX NaOCl EDTA 17% 

Médio Cervical Médio Cervical Médio Cervical Cervical Médio Cervical Médio 

84,584 87,391 77,804 80,678 73,487 63,688 51,227 84,907 66,186 83,395 

±46,999 ±42,072 ±46,879 ±38,413 ±39,351 ±42,29 ±31,56 ±36,143 ±39,047 ±38,361 

 

Figura 21: Gráfico de média e desvio padrão. 

 

 

4.3 MEV 

 

Foram obtidas imagens de MEV do substrato tratado com as seguintes 

substâncias: solução salina 0,9%, AZD 0,5%, hipoclorito de sódio 2,5%, CHX 2%, 

EDTA 17%, as análises foram feitas nos aumentos de 1000, 2500 e 10000 vezes. 
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Figura 22; 23 e 24: Superfície dentinária intrarradicular de espécime irrigada com solução 
salina 0,9%. Presença de fibras colágenas em alguns pontos e manutenção da estrutura 

dentinária. 

  

 

 



66  |  Resultados 

Figura 25; 26 e 27: Superfície dentinária intrarradicular de espécime irrigada com  solução de 
AZD 0,5%. Estrutura dentinária preservada e presença de fibras colágenas. 
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Figura 28; 29 e 30: Superfície dentinária intrarradicular de espécime irrigada com  solução de 
CHX 2%. Presença de estruturas colágenas e preservação da estrutura dentinária. 
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Figura 31, 32 e 33: Superfície dentinária intrarradicular de espécime irrigada com solução de 
hipoclorito de sódio 2,5%. Pouca e ausência de projeções de fibras, degradação nítida da 

estrutura dentinária. 
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Figura 34, 35 e 36: Superfície dentinária intrarradicular de espécime irrigada com  solução de 
EDTA 17%. Preservação da estrutura dentinária e manutenção das fibras colágenas. 
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Todos os elementos que passaram por teste de push out apresentaram falha 

do tipo adesiva (em que o sistema adesivo se separa da dentina). 

 

4.4 Análise de Concentração Inibitória Mínima 

 

Os poços com meio TSB que continham Enterococcus faecalis não 

apresentaram inibição com soluções de AZD nas concentrações: 5,0, 2,5, 1,25, 0,625, 

0,312, 0,15, 0,07, 0,039, 0,019, 0,009. 

 

Figura 37: Todos os meios apresentaram crescimentos dos microrganismos. 

 

Figura 38: Todos os grupos apresentaram crescimento dos microrganismos similares. 
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4.5 Zimografia 

 

Foi analisado que a concentração de MMP2 aplicada apresentou grande 

degradação gelatinolítica e as bandas formadas estavam fortes para visualização. Os 

resultados mostraram que houve ainda grande degradação gelatinolítica em todos os 

casos. 

 

Figura 39: Gel com aplicação de MMP2 + AZD na proporção 1:1. Rastro a esquerda:  10 uL 
de AZD + MMP2 ; rastro a direita: 15 uL de AZD + MMP2. 

 

 

Figura 40: Gel controle. Rastro a esquerda (poço 3): MMP2 apenas como contorle positivo; 
rastro a direita (poço 7): AZD apenas como controle negativo não apresentando degradação 

do gel. 
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4.6 Fluorimetria 

 

O teste de fluorimetria apresentou os seguintes dados tabelados (Tabela 8): 

 

Tabela 8: Dados de absorbância da máquina de fluorimetria que foram mensurados 
a cada 5 minutos. 

Tempo 
Branco Colagenase 

MMP 2 
+ AZD 
1,0% 

MMP 2 
+ AZD 
0,5% 

MMP 2 
+ AZD 
0,25% 

AZD 
 

(min.) MMP 2 

0 126,71 289,08 197,05 207,62 227,6 108,49 896,60 

5 121,13 608,81 216,06 238,38 260,25 108,3 1017,11 

10 121,69 1036,4 264,46 299,47 345,47 108,1 1139,92 

15 119,55 1470,8 342,89 386,22 453,49 105,16 1260,05 

20 120,47 1882,8 446,97 526,18 578,27 103,25 1379,39 

25 122,8 2235,1 553,8 649,08 711,4 103,27 1520,82 

30 120,74 2544,8 676,83 749,31 846,29 101,4 1679,07 

35 122,88 2863,8 782,44 867,56 987,87 100,49 1790,58 

40 121,89 3120,2 902,03 973,01 1121,7 100,47 1907,81 

45 123,07 3330,4 1010 1082,6 1244,4 99,503 2012,15 

50 123,83 3521,6 1119,8 1192,4 1355,6 99,182 2110,31 

55 120,07 3700,2 1312 1312 1473,9 99,351 2205,59 

60 123,02 3856,4 1318 1408,3 1587,8 97,479 2302,50 

65 123,16 3954,7 1415,7 1490,7 1692,5 100,27 2380,18 

70 123,17 4080,7 1505 1590 1788,5 96,816 2445,16 

75 122,63 4178,8 1592,3 1678,9 1886,7 96,827 2529,07 

80 120,6 4276,3 1678,2 1755,4 1988,5 96,443 2594,93 

85 121,15 4345,5 1756,1 1843,9 2063,4 95,759 2650,85 

90 120,67 4420,9 1835,4 1913,5 2155,3 96,178 2706,37 

95 120,11 4441 1900,4 1967,2 2193,5 95,355 2757,26 

100 120,85 4505,3 1961,9 2034,6 2283,1 95,968 2874,85 

105 119,41 4541,6 2021 2103 2342,7 95,993 2886,20 

110 118,86 4596,2 2102,4 2175,4 2418,9 93,053 2927,14 

115 118,74 4638,7 2154,3 2228,4 2469,6 94,533 2949,90 
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Figura 41: Gráfico da relação dos dados da tabela 4. Ordenada “y” Absorbância e abcissa “x” 
tempo (minutos), mostra a relação atividade x tempo da MMP, MMP + AZD e Colagenase. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Aproximadamente 50% em volume da dentina é constituída pela fase mineral, 

o restante (aproximadamente 30%) colágeno tipo 1 e água (TJÄDERHANE et al., 

2009). A penetrabilidade dentinária depende da presença e quantidade de túbulos 

dentinários, umidade e local onde se encontra a área a receber preparo para adesão 

(PASHLEY; CARVALHO, 1997). Esta variação estrutural e de permeabilidade afeta 

diretamente o processo de adesão em dentina (GIANNINI et al., 2001; CARVALHO, 

R. M. et al., 2009; PERDIGAO, 2010; PASHLEY et al., 2011). 

A diferença regional de adesão em dentina já está descrita em diversos 

trabalhos em que a adesão se mostra mais favorável em dentina distante do conduto 

endodôntico do que a dentina mais próxima ao conduto (CARVALHO, R. M. et al., 

2009). Além disso o tipo de cimento resinoso utilizado também pode interferir nessa 

adesão (VICHI; GRANDINI; FERRARI, 2001; BONFANTE et al., 2007; WANG, V. J. 

et al., 2008), assim como soluções irrigantes empregadas previamente à cimentação 

como agentes de remoção de smear layer e antimicrobianos (BARRETO et al., 2016; 

ALKHUDHAIRY, FAHAD I. et al., 2018; SUZUKI et al., 2019). Apesar de apresentar 

alterações quanto ao retardo ou redução do processo de polimerização do sistema 

adesivo há consenso que a CHX é a solução de irrigação prévia mais indicada de 

acordo com relatos na literatura (CAMPOS, E. A. D. et al., 2009; LENZI et al., 2012; 

YIU et al., 2012; DIONYSOPOULOS, 2016). 

O cimento autoadesivo apresenta superior adesão frente aos convencionais 

(ANDRE, C. B. et al., 2013), isso é atribuído às suas propriedades de interação com 

a dentina (SAHAFI et al., 2004). Os cimentos resinosos autoadesivos têm sido a 

primeira opção em casos de restaurações indiretas com necessidade de cimentação 

de pino de fibra de vidro (ZICARI et al., 2013). A facilidade de uso desses cimentos 

leva a redução de falhas, devido à praticidade e rapidez do protocolo. Essas 

características tornam os cimentos autoadesivos uma ótima opção para se trabalhar 

em local de difícil acesso, baixo controle de umidade e pouca visibilidade 

(BOUILLAGUET et al., 2001). Neste estudo foi eleito o cimento resinoso autoadesivo 

RelyX U200 pelas qualidades adesivas e a praticidade apresentada quanto ao 

protocolo de cimentação de pinos de fibra de vidro, visando as necessidades clínicas 

de controle de fatores ambientais que agem contra o sucesso da adesão do sistema. 
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Há relatos embasados que o uso de dentes bovinos apresentam similaridade 

adequada para realização de experimentos que deveriam ser realizados em dentes 

humanos, uma vez que há dificuldade na obtenção de espécimes de origem humana 

os dentes bovinos se tornam uma ótima opção (SCHILKE et al., 2000). Trabalhos 

realizados visando a resistência de união em dentina bovina e humana mostraram que 

há semelhança entre os dados analisados (PIOCH; STAEHLE, 1996). Em trabalhos 

que analisam uso de diferentes sistemas adesivos  em dentes humanos e dentes 

bovinos mostram que mesmo se variando o sistema adesivo não houve diferença 

estatisticamente significante para os resultados de tração (MUENCH; DA SILVA; 

BALLESTER, 2000). 

A adesão em dentina tem demonstrado melhorias quanto a força de união com 

evolução dos sistemas adesivos (PERDIGAO et al., 2000; OZER; BLATZ, 2013). No 

atual experimento foi constatado, por meio do teste push out, que o uso de AZD na 

pré cimentação de pinos de fibra de vidro com sistema resinoso autoadesivo 

apresentou força de união  similar à solução de CHX que é a solução padrão de uso 

pré cimentação atual. Este fato é trazido com mais força quando se analisa os testes 

estatísticos realizados a partir dos dados do teste push out, havendo discrepância 

quando comparado grupo Soro e grupo Hipoclorito de sódio, que já era esperado 

(DIKMEN; TARIM, 2018; GARCIA et al., 2018; SEBALLOS et al., 2018). De acordo 

com os resultados estatísticos do trabalho em questão pode-se observar que os 

grupos hipoclorito de sódio e soro apresentaram diferença estatisticamente 

significante; além disso, foi identificado que os grupos CHX, AZD e EDTA 

apresentaram similaridade em relação aos resultados estatísticos entre grupos. A 

similaridade entre estes três grupos mostra que em situação in vitro pode-se sugerir 

que a ação de AZD é similar à utilização da CHX.  

Vários autores ressaltam a importância da avaliação da dentina pelo método 

da Microscopia de Varredura Eletrônica, devido principalmente a qualidade de 

avaliação da superfície de contato resina-dentina (BOUILLAGUET et al., 2001; 

FERRARI; VICHI; GRANDINI, 2001; RADOVIC et al., 2008). 

Diferentes soluções são preconizadas como irrigantes previamente a 

cimentação. Da mesma forma tem-se diversos resultados com suas peculiaridades. A 

análise de MEV permite verificar a qualidade da dentina remanescente  (SANO et al., 

1995). Ao comparar os grupos pós push out foi possível notar que houve nítida 

diferença entre os grupos, notadamente quando comparado grupo hipoclorito de sódio 



Discussão  |  77 

com grupo soro fisiológico, CHX e AZD. A comparação entre grupo AZD e CHX 

apresentou resultados muito similares visualmente.  

Pela microscopia eletrônica de varredura pode-se observar na superfície 

tratada pelo hipoclorito de sódio canalículos mais amplos com aspecto de degradação 

da matriz da dentina. Alguns autores já descreveram a interação do hipoclorito de 

sódio em relação à fase orgânica da dentina, sendo intensamente ativo em sua 

degradação (EICK et al., 1997). Alterações como degradação das fibras colágenas e 

ampliação da luz do conduto dos túbulos dentinários são alguns dos achados em 

análises por microscopia eletrônica de varredura em canais tratados com hipoclorito 

de sódio em concentrações e tempos de ação diferentes (PRATI; CHERSONI; 

PASHLEY, 1999; VARELA et al., 2003). 

A presença das fibras colágenas é de fundamental importância na adesão 

emdentina e isto já está claro em diversos trabalhos na literatura (CARRILHO, M. R. 

et al., 2007). Além da presença estas fibras necessitam apresentar-se o mais intactas 

possível para real formação da camada híbrida de forma que as fibras fiquem 

envolvidas pelo sistema resinoso (CARVALHO, R. M. et al., 1999; CARRILHO, M. R. 

et al., 2007; MAIOR et al., 2007; LIN et al., 2016). A degradação destas está ligada a 

alguns fatores inerentes a fisiologia oral: colagenases endógenas como MMP2 e 

MMP9 (LI et al., 2015; SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2015) e hidrólise dos 

componentes da camada hibrida (BRESCHI et al., 2008; FRASSETTO et al., 2016; 

BETANCOURT; BALDION; CASTELLANOS, 2019). A dentina apresenta diversas 

enzimas endógenas, principalmente a família das MMPs (MAZZONI et al., 2006; 

SULKALA et al., 2007; TJÄDERHANE et al., 2009; TJADERHANE et al., 2013). Estas 

enzimas, quando expostas, apresentam-se em sua forma ativa durante o processo de 

desafio ácido (PASHLEY et al., 2004; MAZZONI et al., 2006). Alguns autores 

mostraram que quanto mais intenso e prolongado for o ataque ácido, maior será 

ativação das MMPs (MAZZONI et al., 2006; TAY et al., 2006), consequentemente ao 

iniciar o preparo da dentina para receber o sistema adesivo automaticamente dá-se 

inicio ao processo de degradação das fibras colágenas expostas. 

As principais MMPs envolvidas na degradação da camada hibrida são MMP2, 

MMP9 e MMP20 (CHAUSSAIN-MILLER et al., 2006; HANNAS et al., 2007), há 

estudos que mostram participação da MMP8 (HEDENBJORK-LAGER et al., 2016). 

Sendo a matriz orgânica da dentina composta em 90% por colágeno tipo 1 a maior 

parte da degradação ocorre devido a MMP2 e MMP9. Durante sua produção as MMPs 
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são armazenadas em sua forma inativa chamada de "pro MMP” (MAZZONI et al., 

2007), podendo atingir sua forma ativa por estímulos externos como, por exemplo, 

redução do pH para 4,5 ou menos, em lesões cariosas (CHAUSSAIN-MILLER et al., 

2006). A aplicação de sistemas de dois passos pode gerar aumento de 45% a 260% 

de ativação de MMPs enquanto sistemas autocondicionantes podem ter essa 

atividade aumentada em até 14 vezes. Em relação a inativação das MMPs, existem 

algumas teorias de que os sítios receptores de cálcio  e zinco são bloqueados por 

determinadas substâncias (KOTRA et al., 2001). Por outro lado, em altas 

concentrações de ions de zinco, como pode ocorrer quando há liberação de materiais 

odontológicos, pode haver inibição da atividade das MMPs (SANTOS, M. C. et al., 

2004). Há fortes indícios na literatura que a CHX tem ação quelante frente ao zinco e 

cálcio impedindo assim a ativação das pro MMPs (GENDRON et al., 1999). Outra via 

de inibição é por ligações em diferentes sítios das MMPs principalmente por hidróxido 

de zinco que pode alterar sua conformação e torna-la inativa (LARSEN; AULD, 1991; 

DE SOUZA; GERLACH; LINE, 2000). A proteção das fibras colágenas também pode 

ser feita pela ação de agentes cross linkers, que são substâncias que se ligam 

fortemente às fibras tornando-as resistentes à ação das MMPs (KNOTT; BAILEY, 

1998; SCHEFFEL et al., 2014). 

A modulação da atividade dessas enzimas pode levar à melhora e aumento da 

manutenção da camada hibrida (EKAMBARAM et al., 2014b; EKAMBARAM et al., 

2014a). Assim como outras substâncias a CHX tem ação protetora do substrato 

orgânico dentinário uma vez que apresenta ação inibitória ou reduz ação 

colagenolítica das MMPs (CARRILHO, M. R. O. et al., 2007; MOON; WEAVER; 

BROOKS, 2010; ZHENG; CHEN, 2017), tal como tetraciclinas (GOLUB et al., 1983), 

bisfosfonatos (TERONEN et al., 1997a; TERONEN et al., 1997b), compostos 

quaternários de amônia (LIU et al., 2011), proantocianidinas (LIU; DUSEVICH; WANG, 

2013), extratos de chá verde (CARVALHO, C. et al., 2016), doxiciclina (SAMARTZIS 

et al., 2019; ZHANG, F. et al., 2019) que  apresentam ação quelante em relação a ions 

dispersos. A CHX apresenta duas linhas divergentes: que defendem que a CHX pode 

alterar negativamente em relação da força de adesão sistema resinoso e dentina 

(DIONYSOPOULOS, 2016) ou ainda altera a força de adesão tardia (KOMORI et al., 

2009) e outra que alega que a CHX potencializa tal ligação (LOGUERCIO et al., 2009; 

DE-MELO et al., 2013).  Sabendo que a atividade das MMPs são zinco e cálcio 

dependentes (SULKALA et al., 2007; JACOBSEN et al., 2011) substâncias com algum 
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grau de ação quelante podem alterar a ação das MMPs (HAZRA et al., 2012; TANAKIT 

et al., 2012). 

Pode-se definir que há relação direta entre sistema adesivo e Metaloproteinase 

de Matriz quanto à força de união do cimento resinoso à dentina (PERDIGAO; REIS; 

LOGUERCIO, 2013). Sabendo disso o controle da ação degradativa das enzimas 

endógenas da dentina pode melhorar a força de união do sistema resinoso e dentina 

uma vez que a camada hibrida estará preservada (MOON; WEAVER; BROOKS, 2010; 

GOLDBERG et al., 2011; PERDIGAO; REIS; LOGUERCIO, 2013; LONGHI et al., 

2015; OH et al., 2018). Proteínas de baixo peso molecular têm função especifica de 

inibição das MMPs  e estão presentes naturalmente nos tecidos e participam do turn 

over (CHAUSSAIN-MILLER et al., 2006). O digluconato de CHX além de excelente 

antimicrobiano apresenta característica similar aos inibidores teciduais, notadamente 

em relação MMP2, MMP8 e MMP9 (GENDRON et al., 1999; OSORIO et al., 2011; 

MASKE et al., 2019). Os testes estatísticos oriundos deste experimento mostraram 

que houve diferença entre grupo hipoclorito de sódio e grupo soro (controle) como já 

esperado e descrito em literatura (SARAIVA et al., 2013; ALKHUDHAIRY; BIN-

SHUWAISH, 2016; ANDRIOLI et al., 2016; MORENO-PRECIADO et al., 2016; JAIN, 

K. et al., 2018). Já é consagrado que a CHX apresenta bons resultados quanto a 

proteção das fibras colágenas e pode preservar a força de união de diferentes 

apresentações de sistema resinoso em relação a dentina (CAMPOS, E. A. D. et al., 

2009; SILVA et al., 2015; DIONYSOPOULOS, 2016). O grupo AZD quando 

comparado com grupo CHX não mostrou diferença estatisticamente significante, com 

isso pode-se sugerir que a relação da dentina com a AZD pode ser similar a relação 

da CHX quando os resultados são comparados em estudos.  

No teste de fluorimetria, que apresentou resultados em que houve alteração 

quanto a ação gelatinolítica da MMP 2, pode-se notar a diferença entre os resultados 

da MMP2 junto ao peptídeo e a situação das associações de  MMP2 com diferentes 

concentrações de AZD, bem como controle negativo de AZD e peptídeo. A montagem 

do gráfico leva crer que o aumento da concentração de AZD pode reduzir ainda mais 

a atividade da proteolítica da MMP2. Possivelmente, havendo maiores concentrações 

seriam notadas flutuações de valores diferentes dos dados obtidos no gráfico 

apresentado neste estudo. O controle negativo também se mostrou sem atividades 

gelatinolíticas pelo teste de fluorimetria, apresentando resultados constantes e baixos 

ao longo do tempo de análise do experimento. Todo experimento foi preparado para 
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início das leituras após 30 minutos de incubação a 8ºC em geladeira, o controle 

positivo (MMP2) teve seu início discrepante das demais associações analisadas 

possivelmente devido à ausência de agentes inibitórios.   

Os resultados alcançados no teste de fluorimetria demonstram que houve 

alteração quanto a ação gelatinolítica da MMP 2, pode-se notar a diferença entre os 

resultados da MMP2 isolada junto ao peptídeo e a situação das associações de  

MMP2 com diferentes concentrações de AZD. A montagem do gráfico leva crer que o 

aumento da concentração de AZD na solução estudada pode reduzir ainda mais a 

atividade da MMP2. 

Na literatura encontra-se relatos de experimentos utilizando AZD comparado 

com CHX como agentes antimicrobianos visando controle de Streptococcus mutans e 

consequentemente controle das lesões cariosas (KANKARIYA; PATEL; KUNTE, 

2016). O presente estudo mostrou que para o controle do Enterococcus faecalis a 

solução AZD foi ineficaz. Durante o experimento houve breve exposição da solução 

de AZD ao aço inox, não há estudo sobre relação entre AZD e metal, porém é uma 

hipótese que deve ser levada em consideração. As soluções que inibem as MMPs são 

prioritariamente quelantes, sendo assim a relação da solução de AZD com metal pode 

ter influenciado os resultados e quando houve a necessidade de apresentar 

característica antimicrobiana não houve efeito. A hipótese levantada no estudo é que 

a solução de AZD possa ser quelante.  

A zimografia é um teste amplamente utilizado para verificar a ação proteolítica 

das amostras estudadas (VANDOOREN et al., 2013; WILKESMAN, 2017; 

WILKESMAN; KURZ, 2017). Podem ser estudados tanto situações fisiológicas quanto 

patológicas, como por exemplo, problemas cardiovasculares (RABKIN, 2014; OTTO 

et al., 2016), doenças pulmonares (HENDRIX; KHERADMAND, 2017; HUANG et al., 

2017), nefropatias (OKAMOTO et al., 2017; ZHOU et al., 2017), patologias neuronais 

(REINHARD; RAZAK; ETHELL, 2015; PIJET et al., 2018), osteoporose (FENG et al., 

2016; SUN et al., 2016) , artrite (ZHANG et al., 2015; SHUI et al., 2017), metástase 

(ROTH; CAO, 2015; ZHANG, Y. et al., 2019), doença periodontal (AYRAVAINEN et 

al., 2018; DE MORAIS et al., 2018). Neste teste para o presente estudo foi utilizada 

associação de AZD e MMP2 em concentração de 1:1, a fim de mensurar a capacidade 

de inativação ou redução da atividade proteolítica da MMP2. As concentrações de 

MMP2 para o gel foram altas portanto, os resultados não foram mensurados. Apesar 

disso foi possível notar que houve modulação nas situações em que não havia AZD 
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associado ao MMP2 em relação a amostra de MMP2 isolada. Outro fator relevante é 

que a AZD isolada que foi corrida no mesmo gel da amostra de MMP2 isolada não 

apresentou sinais de que degradação proteica, excluindo assim a hipótese de que 

AZD pode ter ações similares as MMPs. Outro fator importante a ser ressaltado é que 

o teste de zimografia e fluorimetria são testes complementares, sendo assim, aa nálise 

do gráfico do teste de fluorimetria e imagens do gel de zimografia demonstram 

atividade proteolítica nas amostras associadas com MMP2 e ausência de atividade 

proteolítica com amostra isolada de AZD. 

Muitos trabalhos na literatura demonstram que a contaminação secundária em 

condutos radiculares ocorre por Enterococcus feacalis (FARMAKIS et al., 2012; 

BOUILLAGUET et al., 2018; SHAKTAWAT et al., 2018), portanto foi o microrganismo 

eleito para o estudo. Na literatura encontram-se relatos de experimentos utilizando 

AZD comparado com CHX como agentes antimicrobianos visando controle de 

Streptococcus mutans e consequentemente controle das leões cariosas 

(KANKARIYA; PATEL; KUNTE, 2016). Diversos estudos mostram que a utilização de 

solução de Neem apresentou-se como uma boa alternativa para irrigação dos 

condutos como agente de controle microbiano (MUSTAFA, 2016; SUNDARAM; 

NARAYANAN; VADAKKEPURAYIL, 2016; BHARDWAJ et al., 2017; JOY SINHA et 

al., 2017; DEDHIA et al., 2018). SHAH et al. (2016) e colaboradores apresentaram 

estudo em que foi utilizado AZD como agente de controle antimicrobiano em sistemas 

de canais endodônticos contaminados por E. faecalis, porém o trabalho utilizou 

solução pronta em que aproximadamente 6,5% de seu total era composto por AZD, o 

trabalho mostra ação antimicrobiana satisfatória, apesar da grande concentração da 

solução usada no trabalho in vitro. No entanto, não há estudos em que foi feito uso 

isolado da Azadirachtina ou seja, o extrato purificado do principal limonóide do Neem. 

No presente estudo foi utilizado AZD como solução irrigante antimicrobiana, porém os 

resultados em diferentes concentrações apresentaram-se ineficazes. Visto que 

grande parte dos agentes inibidores de MMPs tem função quelante a AZD também 

pode ter ação quelante, uma vez que mostrou inibição da MMP2 e previamente a 

utilização no teste de concentração inibitória mínima não se obtive sucesso quanto ao 

controle nem erradicação dos microrganismos. Por outro lado, com esse resultado 

pode-se sugerir que a AZD pode ter função quelante devido à exposição por curto 

tempo ao metal da base do fluxo laminar e não ter apresentado nenhuma função 

antimicrobiana. 
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Devido aos limites do estudo e das circunstâncias que decorreram ao longo de 

todo desenvolvimento dos experimentos, houve alterações nos experimentos quanto 

a metodologia, e limitações de alcance quanto aos materiais, notadamente a 

disponibilidade de AZD. Há muitas outras análises importantes que ainda podem ser 

realizadas com AZD, análises até quanto ao reforço do que o presente estudo afirma. 

Há possibilidade de verificar atividade da AZD em relação com agentes cross linkers, 

ação da AZD quanto homogeneizada aos cimentos resinosos ou ao adesivo, atividade 

antimicrobiana da AZD em relação a Candida albicans e demais microorganismos que 

apresentam-se como patógenos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados deste estudo pode-se concluir que a solução 

aquosa de Azadirachtina: 

1. não apresentou diferença na força de união de pinos de fibra de vidro 

fixados com cimento resinoso, quando comparada às outras soluções 

irrigantes utilizadas; 

2. permitiu a manutenção de estrutura dentinária preservada e presença de 

fibras colágenas após análise por MEV; 

3. não apresentou potencial antimicrobiano sobre o E. faecalis; 

4. teve ação positiva sobre as propriedades de redução da ação das MMPs. 
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