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“Eu vos amo Senhor, minha forca!

O Senhor é o meu rochedo, minha fortaleza e meu libertador. Meu Deus é minha rocha, onde

encontro o meu refigio, meu escudo, forca de minha salvacio e minha cidadela.

Invoco o Senhor, digno de todo louvor, e fico livre dos meus inimigos. Na minha angustia, invoquei
o Senhor, gritei para meu Deus, do seu templo ele ouviu a minha voz, ¢ 0 meu clamor em sua

presenca chegou aos seus ouvidos.

Ele inclinou os céus e desceu, calcando aos pés escuras nuvens. Cavalgou sobre um querubim e
voou, planando nas asas do vento. Do alto estendeu a sua miao e me pegou, e retirou-me das aguas
profundas, livrou-me de inimigo poderoso, dos meus adversarios mais fortes do que eu. Investiram
contra mim no dia do meu infortiinio, mas o Senhor foi 0 meu arrimo; poés-me a salvo e livrou-me,

porque me ama.

O Senhor me tratou segundo a minha inocéncia, retribuiu-me segundo a pureza de minhas maos,
porque guardei os caminhos do Senhor e nio pequei separando-me do meu Deus. Tenho diante dos
olhos todos os seus preceitos e nio desvio de suas leis. Ando irrepreensivelmente diante dele,

guardando-me do meu pecado.

O Senhor retribui-me segundo a minha justica, segundo a pureza de minhas méos diante dos seus

olhos.

Senhor, sois vos que fazeis brilhar o meu farol, sois vés que dissipais as minhas trevas. Convosco
afrontarei batalhdes, com meu Deus escalarei muralhas. Os caminhos de Deus sio perfeitos, a
palavra do Senhor é pura. Ele é o escudo de todos os que nele se refugiam. Pois quem é Deus sendo
o Senhor? Quem é o rochedo, senio o nosso Deus? E Deus quem me cinge de coragem e aplana o
meu caminho. Torna os meus pés velozes como os das gazelas e me instala nas alturas. Adestra
minhas maos para o combate e meus bragos para o tiro de arco. Vos me dais o escudo que me salva.
Vossa destra me sustém, e vossa bondade me engrandece. Alargais o caminho a meus passos, para

meus pés niao resvalarem.

Viva o Senhor e bendito seja 0 meu rochedo! Exaltado seja Deus, que me salva! Deus, que me
proporciona a vinganca e avassala nacdes a meus pés. Sois vés que me libertais dos meus inimigos,
me exaltais acima dos meus adversarios e me salvais do homem violento. Por isso vos louvarei, 6
Senhor, entre as nagdes e celebrarei o vosso nome. Ele prepara grandes vitérias a seu rei e faz

misericérdia a seu ungido, a Davi e a sua descendéncia para sempre.” (Salmo 17)

Esta tese de doutorado é do Senhor.
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Dedico esta tese as pessoas mais importantes da minha vida...

Primeiramente a Deus, inteligéncia suprema do Universo, causa de tudo o que existe, fonte de
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Bosso R. Avaliagdo de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas de cimentos Portland
associados a radiopacificadores micro e nanoparticulados [tese de doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da Unesp; 2014.

Resumo

O Cimento Portland (CP) é um cimento de silicato de calcio. Modificagdes em sua composicao
por meio de aditivos e resinas podem melhorar sua manipulagdo e presa. Foram avaliados MTA
Angelus e diferentes cimentos de silicato de calcio: puro (CSC), modificado (CSCM), resinoso
1 (CSCR1), resinoso 2 (CSCR2) e resinoso 3 (CSCR3). Dois cimentos foram selecionados para
avaliacdo em associagdo aos radiopacificadores: 6xido de zirconio (ZrO,) ou 6xido de nidbio
(Nb,Os) micro ou nanoparticulado, tungstato de calcio (CaWQ,) ou 6xido de bismuto (Bi,O3).
Na primeira etapa (Capitulo 1) foram avaliados tempo de presa, escoamento, resisténcia a
compressao, quantificacdo de arsénio, radiopacidade e viabilidade celular. Na segunda etapa, os
materiais CSCM e CSCR2 associados aos radiopacificadores forma avaliados quanto ao tempo
de presa, escoamento, solubilidade, radiopacidade, resisténcia a compressdo, pH, calcio
(capitulo 2); além de superficie, composi¢do quimica, MTT e apoptose/necrose (capitulo 3). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey (p<0,05). Todos os cimentos
apresentaram arsénio em niveis compativeis com o uso clinico, e mostraram
biocompatibilidade. O CSCR2 apresentou maior escoamento. As associagdes do CSCM +
CaWO0O, e CSCR2 + ZrO, e Nb,Os micro ou CaWO,4 e o MTA Angelus apresentaram menor
tempo de presa, e CSCM e CSCR2 + ZrO, micro maior escoamento. Todos os cimentos
apresentaram baixa solubilidade, pH alcalino e liberaram ions célcio. Além disso, apresentam
particulas de tamanho maior que o0 MTA, além de célcio e silicio em sua composi¢do e foram
biocompativeis. Concluimos que os cimentos CSCM e CSCR2 apresentam potencial uso clinico
quando associado aos radiopacificadores avaliados, destacando-se o ZrO, e Nb,Os

microparticulados.

Palavras-chave: Materiais dentarios, propriedades fisicas e quimicas, cimento de silicato.



Bosso R. Evaluation of physical, chemical and biological properties of Portland cements
associated with micro and nanoparticulate radiopacifiers [tese de doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da Unesp; 2014.

Abstract

Portland Cement (PC) is calcium silicate cement. Changes in its composition by additives and
resins can improve their handling and setting time. It was evaluated MTA Angelus and different
calcium silicate cements: pure (CSC), modified (CSCM), resin 1 (CSCR1), resin 2 (CSCR2)
and resin 3 (CSCR3). After selection of two cements, they were associated with radiopacifiers:
zirconium oxide (ZrO,) or niobium oxide (Nb,Os) micro or nanoparticulate, calcium tungstate
(CaWQ,) or bismuth oxide (Bi,0s). In the first fase (Chapter 1), setting time, flow, compressive
strength, quantification of arsenic, radiopacity and cell viability were evaluated. In the second
study, it were evaluated the setting time, flow, solubility, radiopacity, compressive strength, pH,
calcium (Chapter 2), in addition to surface chemical composition, MTT and apoptosis/necrosis
(Chapter 3) of cements CSCM and CSCR?2 associated to radiopacifiers. Data were subjected to
analysis of variance and Tukey test (p<0.05). All sealers showed arsenic in compatible with
clinical use levels, and showed biocompatibility. The CSCR2 showed higher flow. The
associations of CSCM + CaWO, and CSCR2 with ZrO, or Nb,Os micro or CaWO, and MTA
Angelus had lower setting time, and CSCM and CSCR2 + ZrO2 micro largest flow. All cements
showed low solubility, alkaline and released calcium ions. Also, they have particles larger than
the size MTA, calcium and silicon were present in their composition and they were
biocompatible. It was concluded that the CSCM and CSCR2 cements have potential clinical use

when associated with radiopacifiers reviews, specially the ZrO, and Nb,Os microparticulated.

Keywords: Dental materials, physical and chemical properties, silicate cement.



Sumario

1 Introducio 11

2 Capitulo 1: Propriedades fisico-quimica, mecéinica e biologica de diferentes cimentos a

base de silicato de calcio 15

3 Capitulo 2: Avaliacio de propriedades fisico-quimicas de diferentes cimentos a base de

silicato de calcio associados a radiopacificadores micro e nanoparticulados ........c..cceeuee.. 39

4 Capitulo 3: Cimentos a base de silicato de calcio associados a radiopacificadores micro e

nanoparticulados. Propriedades fisico-quimicas e biolégicas 55
5 Discussao 77
6 Conclusio 79

Referéncias 80




11

1 Introducao

O Mineral Triéxido Agregado (MTA) foi desenvolvido na Universidade de

Loma Linda (Califérnia, USA), por Torabinejad et al. ®

(1993), e apresenta ampla indicacao
devido a sua biocompatibilidade, capacidade seladora e bioatividade (Parirokh, Torabinejad®’
2010). O MTA ¢é composto por 53,1% de silicato tricalcico, 22,5% silicato dicalcico, 21,6%
6xido de bismuto (Bi,O3) (Camilleri’, 2007, Camilleri®, 2008, Camilleri’, 2008, Gandolf et al.*'
2010), podendo apresentar outros elementos. Os silicatos tricalcicos e dicalcicos sdo os
componentes principais do cimento Portland (CP), sendo, portanto, considerado um cimento a
base de silicato de calcio. Quando hidratado, os componentes hidrofilicos dos cimentos
apresentam uma série de reacdes fisico-quimicas que resultam na formacdo de um gel
nanoporoso de silicato de calcio hidratado, uma fracéo soltivel de hidroxido de célcio e uma fase
hidratada de aluminato de célcio (Camilleri’, 2007, Camilleri®, 2008, Camilleri’, 2008). Estes
cimentos adquirem presa em umidade, em ambientes como agua, sangue ¢ outros fluidos, sendo
indicado para utilizagdo na odontologia. Cimentos de silicato de calcio apresentam propriedades
de bioatividade quando imersos em solugdes a base de fosfato e ainda, tendem a induzir a

formagdo de precipitados de apatita (Coleman et al.** 2007, Taddei et al.®® 2009).

Wucherpfennig, Green” (1999) observaram que o MTA apresenta composigdo
similar ao CP, comprovada por analises macroscopica, microscopica e difracdo de Raios X. A
partir da observacdo de que o principal componente do MTA ¢é o CP, vérios estudos tem
demonstrado que as propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e biologicas desses cimentos sdo
semelhantes (Estrela et al.”” 2000, Islam et al.* 2006, Oliveira et al.* 2007). No entanto, o

MTA contém um agente radiopacificador, o Bi,O; (Peters, Peters™, 2002).

O MTA apresenta algumas desvantagens, como dificuldade de manipulagdo e
insergdo (Torabinejad, White’, 1995). Além disso, esse material apresenta baixa resisténcia a
compressio (Pariroch, Torabinejad’’, 2010), baixo escoamento (Bortoluzzi et al.” 2006), alto
custo (Camilleri'®, 2010), alta solubilidade (Porter et al.” 2010), longo tempo de presa

1.67

(Tanomaru-Filho et al.”” 2012), bem como pode apresentar metais pesados (Bramante et al.’

2008, Duarte et al.”® 2005, Schembri et al.** 2010).

Por apresentar propriedades fisicas, quimicas, mecénicas, biologicas e

antimicrobianas semelhantes (Chang et al.'® 2010, Holland et al.*” 2001, Saidon et al.”' 2003), o

1‘39

CP tem sido sugerido como alternativa ao MTA. Holland et al.” (2001) observaram mecanismo

de agdo bioldgica semelhante em tecido subcutaneo de ratos com o MTA, CP e hidréxido de



12

calcio. Resultados semelhantes foram observados em estudos de citotoxicidade in vitro e
biocompatiblidade in vivo (Saidon et al.®’ 2003). Hwang et al.** (2011) na tentativa de
desenvolver um cimento como substituto ao MTA, estudaram propriedades quimicas, fisicas e
biologicas de um cimento experimental a base de CP ¢ o compararam ao MTA ¢ CP comum.
Por meio da analise de microscopia eletronica, espectrometria de energia dispersiva de Raios X
e XTT Assay {2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide}, revelou-se que o cimento experimental apresenta composicao

semelhante ao CP e biocompatibilidade similar ao MTA.

Diferentes modificagdes do CP sdo observadas pela adi¢ao de aditivos e resinas
para melhorar sua manipulagio e tempo de presa (Camilleri’, 2008). O CP tipo I apresenta
composi¢io semelhante a0 MTA (Tolentino et al.®® 2002) e ambos apresentam baixa resisténcia
a compressio (Garboczi, Bullard®?, 2004). No entanto, outros tipos de CP como o tipo II, V e CP
branco apresentam excelentes propriedades fisica e mecanica, incluindo a alta resisténcia a

compressio, devido a inclusdo de aditivos na composigdo (Garboczi, Bullard®?, 2004).

Estudos apontam que o CP pode conter substincias improprias ao uso em
humanos (Bramante et al.° 2008, Duarte et al.”® 2005, Schembri et al.** 2010). A norma ISO
9917-1* (2007) estipula que cimentos dentais a base de a4gua devem conter menos de 2 ppm de
arsénio em sua composi¢do. O arsénio tem sido encontrado tanto no CP como no MTA, no
entanto, em quantidades minimas e compativeis com sua utilizagio (Chang et al.'” 2011, Duarte
et al.”® 2005, Schembri et al.** 2010). Os componentes utilizados para composi¢io do MTA
devem ser certificados quanto a sua pureza e auséncia de contaminacdo por metais pesados

(Camilleri'?, 2011).

A baixa radiopacidade do CP dificulta a sua observagdo radiografica (Hungaro-
Duarte et al.*’, 2009, Hingaro-Duarte et al.*!, 2012), sendo necesséria a incorporagio de um
agente radiopacificador. Camilleri'” (2011) observou que a presenga de Bi,O; como
radiopacificador no MTA reduz a liberacdo de hidroxido de célcio, aumenta a solubilidade e
causa deterioracdo na estabilidade dimensional do material. Além disso, este radiopacificador

aumenta a porosidade do CP (Coomaraswamy et al.”'

2007), interfere no crescimento celular
(Camilleri et al.””, 2004), aumenta seu tempo de presa e diminui sua resisténcia a compressao

(Camilleri’, 2008, Coomaraswamy et al.*' 2007).

Em substituicdo ao Bi,Os, outros radiopacificadores como tungstato de calcio

(CaWQ,), 6xido de nidbio (Nb,Os) e 6xido de zirconio (ZrO,) podem ser utilizados. Cutajar et
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al.** (2011) e Camilleri et al.'* (2011) incorporaram ao CP diferentes concentragdes de ZrO,. Os
primeiros autores observaram que essa combinagdo apresenta radiopacidade, resisténcia a
compressao, tempo de presa, absorcdo de agua e solubilidade similar ao ProRoot MTA. Os
segundos autores relatam que a hidratacdo do CP acrescido de 30% de ZrO, resulta em aumento

do pH, liberacdo de ions calcio e mostra ser bioativo. Liu et al.?

(2006) demonstraram a
bioatividade e citocompatibilidade de filmes de zirconia nanoestruturados. Além disso, Saldafia
et al.*? (2007) e Gillani et al.”*> (2010) mostraram que o ZrO, nanoparticulado melhora as

propriedades mecanicas e apresenta excelente biocompatibilidade.

Outro elemento quimico estudado para melhorar as propriedades biologicas de
materiais ¢ o nidbio, devido a sua excelente biocompatibilidade (Denry et al.** 2005) e
resisténcia superior & corrosio e desintegragio (Ward et al.”* 1996), além de apresentar potencial
bioativo (Godley et al.*> 2004, Miyasaki et al.”, 2001, Miyasaki et al.””, 2001). Karlinsey et al.*
(2006) estudaram a bioatividade de microestruturas de Nb,Os por meio da imersdo em saliva
humana e saliva artificial e concluiram que o Nb,Os foi eficiente nucleador de hidroxiapatita e
outros minerais, tais como célcio e fosforo em solugdes salivares supersaturadas. Wang et al.”
(2010) avaliaram a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de Nb,Os frente a Escherichia

coli. Em meio aquoso, houve significativa inibigdo do crescimento de E. coli (aproximadamente
30%).

O ZrO, e Nb,Os apresentam capacidade de promover radiopacidade aos
cimentos endodonticos (Camilleri et al.'"* 2011, Leitune et al.*’ 2013), que devem apresentar
valores superiores a 3 mm de uma escala de aluminio segundo especificacdes da ANSI/ADA®
(2000). A utilizagdo do ZrO, associado ao CP como alternativa ao Bi,O; resulta em material
com radiopacidade adequada (Hungaro-Duarte et al.**, 2009) de acordo com a especificagio 57
da ANSI/ADA’ (2000). Esta associagdo também demonstra ndo apresentar citotoxicidade
(Gomes Cornélio et al.*®, 2011). Viapiana et al.”' (2013) em estudo sobre cimentos endoddnticos
experimentais a base de CP associado ao ZrO, ou Nb,Os mostraram que os cimentos
experimentais apresentaram propriedades fisico-quimicas de acordo com as especificagdes n °
57 ANSI/ADA? (2000) and ISO 6876" (2002).

0O CaWO, também vem sendo estudado como agente radiopacificador. Quando
associado ao CP, esta associa¢do promove maior pH nas primeiras 24 horas e libera ions calcio
de forma semelhante ao MTA (Hungaro-Duarte et al.*’, 2012), aumenta a resisténcia a
compressio do CP (Tanomaru-Filho et a.”, 2012), apresenta agiio antimicrobiana (Guerreiro-

138

Tanomaru et al.”® 2012) e néo é citotoxico (Gomes Cornélio et al.*®, 2011). Quando associado
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ao CP na proporgao de 20% de CaWQO, e 80% de CP, apresenta radiopacidade equivalente a
3,11 mmAl (Hungaro-Duarte et al.*’, 2009).

Cimentos a base de silicato tricalcico sdo propostos como materiais alternativos
ao CP presente no MTA (Camilleri et al."” 2013, Grech et al.*’ 2013), sendo a fase do silicato
tricalcico a responsavel pela bioatividade (Camilleri et al."”” 2013). Cimentos experimentais a
base de silicato tricalcico associado ao radiopacificador ZrO, demonstram bioatividade e
deposi¢ao de hidroxiapatita na superficie no cimento na presenca de fluido corporal simulado
1.37

(Camilleri et al.”” 2013), além disso, apresentam pH alcalino e liberam fons calcio (Grech et a

2013).

Materiais a base de silicato de calcio, bem como suas modificagdes e
associacdes, apresentam potencial para aplicacdo em Odontologia. Diferentes formulagdes de
cimentos a base de silicato de calcio associados ao ZrQO,, Nb,Os, na forma micro e
nanoparticulada, e ao CaWQ, microparticulado podem representar um material para uso como
cimento retrobturador com favoraveis propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e bioldgicas.
Dessa forma, este estudo foi dividido em duas fases e trés capitulos. Na primeira fase (Capitulo
1), avaliamos cinco cimentos a base de silicato de calcio com diferentes composi¢des quimicas
que estdo disponiveis no mercado. Obtidos os dados, dois cimentos de silicato de calcio com
melhores resultados foram escolhidos e associados a diferentes agentes radiopacificadores e,

entdo, tiveram suas propriedades estudadas (Capitulos 2 ¢ 3).
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2 Capitulo 1: Propriedades fisico-quimica, mecanica e bioldgica de

diferentes cimentos a base de silicato de calcio*

* Artigo foi submetido para publica¢do no periédico Dental Materials
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Resumo

Objetivo: Avaliar propriedades fisico-quimicas, mecanicas e bioldgica de cimentos a base de

silicato de calcio com diferentes composicdes.

Metodologia: Foram avaliados tempo de presa, escoamento, resisténcia a compressao,
quantificagdo de arsénio, radiopacidade e viabilidade celular do Mineral Trioxido Agregado
(MTA Angelus branco) e cinco cimentos a base de silicato de célcio com diferentes
composigOes quimicas: cimento de silicato de calcio branco (CSC), cimento de silicato de calcio
modificado com aditivos e pigmentos (CSCM) e trés cimentos de silicato de calcio resinosos
(CSCR1, CSCR2 e CSCR3). A presenga de arsénio foi analisada seguindo a metodologia
USEPA 3052/6010C. A resisténcia a compressdo foi avaliada em maquina de ensaios
mecanicos, e o tempo de presa, usando agulhas Gilmore. Para analise da radiopacidade foram
realizadas radiografias juntamente com uma escala de aluminio. O teste de escoamento foi
baseado na norma ISO 6876. O teste MTT foi realizado para avaliagdo da viabilidade celular
apos contato direto com os materiais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA e teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados: Os cimentos apresentam biocompatibilidade e arsénio em niveis compativeis com
uso clinico (p>0.05). Somente 0 MTA apresentou radiopacidade satisfatéria. O tempo de presa
inicial e final do MTA foi inferior a todos os cimentos de silicato de calcio (p<0,05). CSC
apresentou maior resisténcia a compressdo (p<0,05), enquanto o CSCR2 apresentou maior
escoamento (p<0,05).

Significancia: Os cimentos a base de silicato de célcio com diferentes composi¢cdes quimicas
apresentaram niveis de arsénio e biocompatibilidade similares ao MTA e potencial para uso
clinico apos estudos com associagdo aos agentes radiopacificadores.

Palavras-chave: Materiais dentarios; Mineral trioxido agregado; Propriedades quimicas;

Materiais retrobturadores.
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Introduciao

Um material retrobturador ou selador de perfuragdes deve apresentar
biocompatibilidade com os tecidos adjacentes, insolubilidade nos fluidos bucais, estabilidade
dimensional e radiopacidade [1]. O Mineral Trioxido Agregado (MTA), desenvolvido por
Torabinejad em 1993 [2] é o material mais indicado para esta finalidade.

As propriedades fisico-quimicas, mecanicas e biologicas do MTA e cimento Portland
(CP), considerado um cimento a base de silicato de calcio sdo semelhantes [3,4]. O uso do CP ¢
sugerido como alternativa ao MTA que demonstra dificuldade de manipulagdo e insercdo em
cavidades retrogradas. Além disso, 0 MTA apresenta pouco escoamento [5], alto custo [6],
solubilidade [7], e pode apresentar metais pesados [8]. O tempo de presa longo do MTA tem
sido visto como desvantagem desse material [9] podendo possibilitar infiltragdo imediata apos
obturagdo retrograda [2]. A radiopacidade do CP puro ¢ significativamente inferior a da dentina
[10]. A presenga de metais pesados, como o arsénio, foi relatada tanto no CP como no MTA
[11]. Porém, essa quantidade tem sido considerada compativel com a aplicagdo clinica [11].
Holland et al. [12] observaram mecanismo de agdo semelhante em tecido subcutianeo de ratos
com o0 MTA, CP e hidréxido de calcio. O mesmo foi encontrado em estudo de citotoxicidade in
vitro e biocompatiblidade in vivo por Saidon et al. [13].

Diferentes formulages de cimentos de silicato de calcio sdo modificadas pela adigdo de
aditivos e resinas para melhoria de suas propriedades de manipulagdo e presa [14] sdo
desenvolvidas. Camilleri [14] avaliou diversos cimentos a base de silicato de calcio modificados
observando que os cimentos de presa acelerada mostraram caracteristicas favoraveis quando
comparados ao cimento de silicato de calcio convencional. Abdullah et al. [15] investigaram
dois tipos de cimentos de silicato de calcio aditivados com cimento de ionémero de vidro e
observaram que os cimentos aditivados ndo foram toxicos e apresentavam potencial para
promover reparo 0sseo.

As diferentes composigdes do cimento de silicato de calcio visam melhorar suas

propriedades como presa e escoamento. O objetivo deste estudo foi avaliar propriedades fisico-
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quimicas, mecanicas e biologica do cimento de silicato de célcio branco e de diferentes

modificagdes do cimento de silicato de calcio.
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Material e Métodos

Os materiais experimentais estdo descritos na Tabela 1.

Quantificacao de arsénio

A andlise de arsé€nio foi realizada pelo método USEPA 3052/6010C [16], na qual 3052
indica a digestdo em micro-ondas e 6010C representa a leitura em Espectrometria de emissdo
otica com fonte de plasma (ICP-OES) dos cimentos. O p6 dos cimentos foi avaliado in natura, e
em triplicata. Numa primeira etapa, 0,2000 g (+0,5) de cada cimento foram adicionados a 2 mL
de 4cido sulfurico 95 a 99% e as amostras levadas para micro-ondas (Digestor DGT 100 PLUS
da Provecto Analitica) por 4 minutos com poténcia 400 W, 2 minutos a 660 W, 3 minutos a 800
W e 5 minutos a 1000 W. Apoés a primeira etapa foi adicionado 1 mL de 4cido nitrico 65% e as
amostras levadas para o micro-ondas por 4 minutos com poténcia 400 W, 3 minutos a 700 W ¢
5 minutos a 1000 W. Apoés resfriamento dos copos a temperatura ambiente, a amostra foi

filtrada em baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com acido nitrico 1%.

A andlise foi realizada empregando-se o espectrometro Optma 7000 DV (PerkinElmer,
Waltham, USA), com comprimento de 228,812 nm sob a vista axial. Apo6s analise de um padrao
de concentragdo conhecido, calculou-se o fator de resposta do equipamento e, posteriormente,

foi realizado o calculo de concentragao.

Radiopacidade

Foram utilizados anéis de teflon com didmetro de 10 mm ¢ 1 mm de altura para
confecg¢do de 6 corpos-de-prova para cada material. Os materiais foram mantidos a 37°C e 95%
de umidade por 48 horas. Apos esse periodo, foram posicionados sobre filme oclusal (Insight —
Kodak Comp, Rochester, NY) ao lado de escala de aluminio, com variacdo de 2 a 16 mm de

espessura. As radiografias foram realizadas em aparelho de raios-X GE 1000 (General Eletric,
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Milwaukee, WI) ajustado a 50 kV, 10 mA e 18 pulsos por segundo, com distancia focal de 33
cm. Os filmes foram processados em reveladora automatica (A/T 2000®@XR, Air Techniques
Ing, Hicksville, Nova lorque, EUA). Apos digitalizacdo, as imagens radiograficas foram
avaliadas em software UTHSCSA ImageTool para Windows versdo 3.0. Foram avaliadas a
equivaléncia em milimetros de aluminio para cada amostra, conforme realizado por Tanomaru-

Filho et al. [1,17] e Vivan et al. [18].

Tempo de presa

Para determinagdo do tempo de presa, foram confeccionados 6 corpos-de-prova para
cada material, por meio da utilizagdo de anéis metalicos com 10 mm de didmetro ¢ 1 mm de
altura. A avaliagdo do tempo de presa seguiu a metodologia adotada por Bortoluzzi et al. [19],
com avaliagdes a cada 3 minutos durante a primeira meia hora, 5 minutos até as 2 primeiras
horas ¢ a cada 15 minutos até atingir o tempo de presa final. Para determinar a presa inicial foi
utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 + 0,5 g e didmetro de 2 = 0,1 mm apoiada sobre
a superficie do cimento. Os materiais foram mantidos na estufa durante a analise e a agulha foi
limpa entre os ensaios. Para determinar a presa final, apds o periodo de presa inicial, repetiu-se
o mesmo procedimento usando a agulha de Gilmore de 456 + 0,5 g de massa e 1 + 0,1 mm de
diametro na ponta. Os tempos de presa foram determinados como o periodo entre a manipulagdo

e momento em que cada agulha ndo produzisse marcas nos cimentos.

Resisténcia a compressio

Para o teste de resisténcia a compressdo, os corpos-de-prova cilindricos foram
confeccionados de acordo com Islam et al. [4] com 12 mm de altura ¢ 6 mm de diametro. A
amostra foi mantida na estufa a 37°C e 95% umidade. Apés 3 horas, as amostras foram
removidas do molde e mantidas em estufa até o periodo de 24 horas (n=6) e 21 dias (n=6),

quando foram submetidas ao ensaio de compressdo em uma maquina de ensaios Emic DL 2000
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(Emic Equipamentos e Sistemas de Ensaio, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) com célula de
carga de 5 kN e velocidade de 0,5 mm/minuto. A tensdo maxima suportada foi calculada (MPa)

com base na forga maxima suportada e na area da base (mm?”) dos cilindros (1 Pa=1 N/1m?).

Escoamento

O teste de escoamento foi realizado de acordo com a norma ISO 6876/2002 [20]. Ap6s
a manipulagdo do material, 0,05 mL de material foi colocado em placa de vidro (n=6). Apds 3
minutos do inicio da manipulacdo, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento
com um dispositivo de 100 gramas, totalizando 120 g, mantidos por 7 minutos. A mensuragao
foi realizada utilizando duas técnicas. Na primeira, foram medidos o maior e menor didmetro de
cada espécime, sendo necessaria a diferenga entre o maior ¢ menor didmetro inferior a 1 mm
para a utilizacdo da amostra. Para o segundo método, os corpos-de-prova foram fotografados ao
lado de uma régua milimetrada. Apds a obtengao das imagens, a area do cimento foi medida em
mm’ no programa UTHSCSA Image Tool para Windows Versdo 3.00, como descrito por

Tanomaru-Filho et al. [21], em analises com corpos-de-prova de guta-percha.

Para todos os testes, os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, e
posteriormente, as analises de variancia, seguidas por testes de Tukey, com nivel de 5% de

significancia.

Ensaio da viabilidade celular - MTT

Cultura celular

Os cimentos foram avaliados em cultura de células quanto a viabilidade celular. Foram
utilizadas células osteoblasticas da linhagem SAOS-2 (células dsseas derivadas de osteosarcoma
humano). As células foram cultivadas em monocamadas em meio de cultura Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Glasgow, UK), suplementado com 10% de soro fetal
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bovino (FBS, Gibco, Glasgow, UK), 100 pg/mL de streptomicina e 100 IU/mL de penicilina,
em frascos T-75 (Costar/Corning). Os sistemas de cultura foram mantidos a temperatura de
37°C, 5% de CO, e 100% de umidade até atingir 80% de confluéncia, aproximadamente 72
horas apds a primeira passagem. Nessa fase, as células em monocamada foram tripsinizadas por
2 minutos com solugdo de 0,05% de tripsina/EDTA (Gibco). As células foram coletadas por
centrifugacdo em tubos Falcon de 15 mL, diluidas 20 vezes em meio de cultura (DMEM) e
contadas em hemocitometro. Apos a contagem, as células da linhagem SAOS-2 foram semeadas
em placas individuais de cultura (placas de 96 pocos para o teste MTT), numa densidade de
2x10* células por pogo e incubadas durante 24 horas, nas mesmas condi¢des anteriormente
descritas, até atingir o crescimento celular exponencial. Em seguida, o meio de cultura foi
renovado ¢ as células foram expostas aos cimentos avaliados, nas mesmas condigdes de cultura
acima descritas. Apos o periodo de 24 horas de exposicdo, as células foram submetidas ao teste

de viabilidade celular.

Preparo dos materiais

Os materiais foram preparados na proporgdo p6/liquido descrita na Tabela 1. Apos o
preparo, 500 mg de cada material foram colocados em tubos Falcon de 50 mL (BD Company,
Franklin Lakes, NJ) e expostos & luz UV por 15 minutos. Os tubos Falcon contendo a amostra
dos cimentos foram preenchidos com 10 mL de meio DMEM e incubados por 4 horas a 37°C,
95% de umidade e 5% de CO, para obten¢do dos eluidos do cimento fresco (50 mg/mL).
Posteriormente, outras diluicdes foram preparadas em DMEM nas concentragdes de 10 e 2
mg/mL. Foram também avaliados os controles positivo (perdxido de hidrogénio 3%) e negativo

(DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino).

Ensaio da viabilidade celular - MTT
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O ensaio MTT avalia a atividade da enzima Succinato Desidrogenase Mitocondrial. O
numero de células viaveis € determinado pela reducao do corante diphenyltetrazolium bromide
(MTT). A quantidade do composto MTT formazan produzida pela atividade enzimatica celular
foi determinada por espectrofotometria. Apos incubacao das células em placas de 96 pogos com
os diferentes grupos de cimentos endodonticos (concentracdes de 2 mg/mL, 10 mg/mL e 50
mg/mL) durante o periodo de 24 horas, os meios de cultura foram substituidos por 100 pL da
solugdo de MTT, seguido de incubagdo por 4 horas a 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade. Apds
o periodo de incubagdo, o MTT (Sigma Chemicals, St Louis, MO) foi removido e o produto
colorimétrico formazan foi solubilizado em 200 pL. de HCl/Isopropanol (0,04 N). As amostras
foram quantificadas por espectrofotometria empregando-se o comprimento de onda de 590 nm
em leitor de ELISA. Os respectivos valores de absorbancia foram transferidos para o programa
Excel XP (Microsoft Corporation), sendo os resultados calculados, a partir formula descrita
abaixo, submetidos a andlise estatistica pelos testes ANOVA e Posttest Fisher LSD, com nivel

de significancia de 5%.

Percentual de viabilidade celular = (a-b)/ (c-b) x 100

a = 0D 590 nm amostra teste

b = média da OD 590 nm dos “brancos”

¢ = média da OD 590 nm dos controles.
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Resultados

Quantificacao de arsénio

Todos os materiais avaliados apresentaram quantidade de arsénio semelhante em sua

composi¢ao (p>0,05), conforme Tabela 2.

Radiopacidade

O MTA produziu radiopacidade superior aos demais materiais (p<0,05), conforme
segue na Tabela 2. Os cimentos a base de silicato de céalcio com composi¢des quimicas

diferentes do CSC convencional apresentaram menores valores de radiopacidade.

Tempo de presa

A Tabela 2 descreve o tempo de presa inicial e final dos materiais. O MTA apresentou
tempo de presa inferior aos demais cimentos de silicato de calcio avaliados (p<0,05). CSCR3
produziu tempo de presa inicial maior (p<0,05), enquanto que CSCR1 apresentou maior periodo

de presa final (p<0,05).

Resisténcia a compressao

Os resultados obtidos demonstram que o CSC apresenta maior valor (p<0,05) de
resisténcia a compressdo, seguido pelo MTA, que também diferiu dos cimentos a base de

silicato de calcio com diferentes composi¢des quimicas (p<0,05), conforme Tabela 2.

Escoamento

O CSCR2 apresentou maior escoamento que os demais cimentos (p<0,05),

independentemente do tipo de analise realizada (Tabela 2).
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Ensaio da viabilidade celular - MTT

Os cimentos avaliados apresentam citocompatibilidade, com resultados semelhantes ao

controle negativo, conforme figura 1.
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Discussao

O MTA foi desenvolvido como material retrobturador e selador de perfuragdes e tem
sido indicado para outras aplicagdes clinicas, como capeamento pulpar [22] e pulpotomia [23].
A composi¢ao basica do MTA ¢ similar & do CP [9]. O MTA apresenta na composi¢ao 6xido de

bismuto adicionado ao CP na concentracao de 20% para promover radiopacidade [24].

Um dos principais problemas para utiliza¢do clinica do CP ou cimento de silicato de
calcio ¢ a possivel presenca de arsénio na sua composicao [8]. De acordo com a norma ISO
9917-1 [25], a concentragdo de arsénio em cimentos dentais a base de agua deve ser inferior a 2
mg/kg. Todos os cimentos avaliados no presente estudo apresentam arsénio em concentragdo
similar (aproximadamente 0,1 mg/kg) estando em acordo com o estabelecido pela norma ISO
9917-1 [25]. Bramante et al. [8] detectaram 1,03 mg/kg de arsénio no MTA Angelus branco e

0,52 mg/kg no CP branco.

Os niveis de arsénio presentes no MTA e CP tem sido avaliados por diferentes
metodologias [8,11], apontando resultados varidveis. A metodologia usada no presente estudo
foi baseada na USEPA 3052/6010C [16], conforme llander & Viisdnen [26]. Os autores
determinaram a concentragdo de elementos toxicos (arsénio, bario, cobalto, niquel, estroncio,
vanddio, zinco, cobre e chumbo) demonstrando efetividade para a metodologia empregada,

capaz de detectar e quantificar baixas concentragdes de elementos como o arsénio.

De acordo com a ISO 6876 [20], os cimentos endodonticos devem apresentar
radiopacidade superior a 3 mm de aluminio. Segundo a especificagdo ANSI/ADA no. 57 [27] os
cimentos endodonticos devem apresentar radiopacidade superior a 2 mm/Al em relagdo a
dentina. A radiopacidade do CP varia de 0,86 - 2,02 mm/Al [4,28,29], concordando com os

resultados do presente estudo. No entanto, estes valores sdo menores que o recomendado aos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ilander%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17933604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=V%C3%A4is%C3%A4nen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17933604
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materiais seladores endodonticos pela ISO 6876 [20]. A radiopacidade do MTA vem sendo
relatada na literatura com valores que variam de 6 a 8 mm/Al [5,30,31].

Coutinho-Filho et al. [30] avaliaram a radiopacidade do MTA, CP e CP acrescido de
Bi,0;. Uma relagdo entre concentragdo Bi,O; e radiopacidade do CP foi observada. Bueno et al.
[31] concluiram que a adi¢do de 15% de 6xido de bismuto possibilita radiopacidade necessaria
para um cimento endodontico. Para uso clinico dos cimentos a base de silicato de calcio
analisados no presente estudo, ¢ necessario adicdo de agentes radiopacificadores.

Embora o MTA apresente propriedade biologica adequada, sua inser¢do em cavidades
retrogradas e perfuracdes radiculares apresenta dificuldade em funcdo do tempo de presa,
consisténcia e escoamento que contribuem para o possivel deslocamento do material [32]. No
presente estudo, o tempo de presa inicial e final do MTA foi inferior aos cimentos de silicato de
calcio, concordando com Vivan et al. [33]. Chiang & Ding [34] mostraram que a adi¢ao de 20%
de oxido de bismuto ao CP reduz o tempo de presa. Embora os cimentos de silicato de calcio
com diferentes composi¢des quimicas apresentem maior tempo de presa, outros componentes
associados ou, a exclusdo do gesso presente no ProRoot MTA podem acelerar a presa [14].

Varios fatores influenciam a resisténcia a compressdo do MTA e cimento a base de
silicato de calcio, como o uso de diferentes veiculos, pH da mistura, condigdes de
armazenamento [5]. O teste de resisténcia a compressdo é regulamentado pela norma ISO 9917-
1 [25]. Neste estudo, o CSC apresentou maior valor de resisténcia a compressdo apds 24 horas e
21 dias de manipulagdo, enquanto que os demais cimentos de silicato de calcio apresentaram
menores valores em ambos os periodos. Todos os cimentos avaliados tiveram aumento da
resisténcia & compressao com o decorrer do tempo, concordando com os resultados obtidos por
Camilleri [14].

Saliba et al. [29] e Camilleri [6] observaram que a adi¢cdo de diferentes proporgdes de
oxido de bismuto ao CP ndo compromete a resisténcia do material quando comparado com o CP
puro. No entanto, Camilleri [35] observou que a adigdo do Bi,Os; a0 MTA reduz a liberacdo de

ifons calcio, aumenta a solubilidade e prejudica a estabilidade dimensional do material. Esses
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resultados sdo corroborados por Coomaraswamy et al. [36], que mostraram que a adigdo deste
radiopacificador ao CP pode aumentar gradativamente a porosidade relativa do material de 15 a
31%, diminuindo consequentemente a sua resisténcia a compressao. Além disso, o aumento da
porosidade pode levar a um aumento da solubilidade e, portanto, a degradagdo do material. A
adi¢do do silicato dicalcico aos cimentos endoddnticos tem mostrado aumentar a resisténcia a
compressao do material [37]. O MTA apresenta aumento da sua resisténcia & compressao apos
21 dias na presen¢a de umidade [38]. A adi¢do de minerais siliconados aumenta a resisténcia
mecanica do cimento [39], pois as particulas desse aditivo agem na nucleagdo dos cristais de
calcio hidratado [40]. No presente estudo, os CSC com diferentes composi¢des apresentaram
baixa resisténcia mecanica.

Uma importante propriedade para o material retrobturador ¢ a capacidade de
escoamento [41]. O CSCR2, composto por silicato de calcio contendo aditivos resinosos,
apresentou maior escoamento que os demais cimentos avaliados. Essa propriedade merece
destaque uma vez que pode favorecer o preenchimento da cavidade retrograda durante seu uso
clinico. O escoamento observado para o MTA Angelus foi de 6,37 mm, concordando com os

resultados de Camilleri [42] para o Pro Root MTA branco.

A biocompatibilidade do CP tem sido avaliada em testes subcutaneos de ratos [12,31],
estudos em cultura celular [13] e em procedimentos de capeamento pulpar direto [23] com
resultados semelhantes ao MTA. Neste estudo, por meio do ensaio MTT, foi observado que
todos os cimentos a base de silicato de calcio contendo aditivos e resinas apresentam

citocompatibilidade, independente da concentragdo do eliido utilizada.

Os cimentos de silicato de calcio contendo aditivos e resinas apresentam resultados
semelhantes ao MTA em relacdo a concentragio de arsénio e ainda apresentam
citocompatibilidade. Além disso, esses cimentos apresentam propriedades que sugerem sua

utilizagdo como alternativa ao MTA, em especial, por permitir um melhor escoamento e
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facilidade de insercdo do cimento na cavidade. No entanto, estudos sdo necessarios avaliando

materiais apos associacdo com agentes radiopacificadores e aditivos.
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Tabela 1- Materiais experimentais, procedéncia e proporgdes empregadas.

Material

Fabricante

MTA Angelus (MTA)

Cimento a base de silicato

de calcio (CSC)

Cimento a base de silicato
de calcio modificado

contendo aditivos (CSCM)

Cimento a base de silicato
de calcio resinoso 1

(CSCR1)

Cimento a base de silicato
de calcio resinoso 2

(CSCR2)

Cimento a base de silicato
de calcio resinoso 3

(CSCR3)

MTA, Angelus, Londrina, Brasil

Proporcao: 1 g: 0,33 mL
CPB-40 estrutural Votoran, Votorantin cimentos, Camargo

Correa Cimentos S.A., Pedro Leopoldo, MG, Brasil

Proporg¢ao: 1g: 0,36 mL
Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil

-composicao: agregados minerais, aditivos e pigmentos

Proporcao: 1 g: 0,25 mL
Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil

-composicao: agregados minerais, resinas, aditivos e pigmentos

Proporcao: 1 g: 0,36 mL
Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio Claro, SP, Brasil

-composicdo: agregados minerais, resinas, aditivos e pigmentos

Proporcao: 1 g: 0,28 mL
Cimentolit Ind. e Com. Ltda., Charqueada, SP, Brasil

-composicdo: agregados minerais, resinas,aditivos € pigmentos

Proporcao: 1 g: 0,30 mL
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Tabela 2- Valores médios e desvio-padrdo das propriedades fisico-quimicas e mecénicas dos

cimentos avaliados.

Materiais Arsénio Radiopacidade Tempo de presa Resisténcia a Escoamento
(mg/kg) (mmAl) (min) compressao
(MPa)
Inicial Final 24 horas 21 dias mm mm>
CSC 0,09 1,13 104,0 198,0 35,44 93,77 6,18 28,7
(0,017)® (0,15)° 0,0)° 5,54 (7,50)° (12,02)*  (0,67)¢  (6,95)°
MTA 0,1 5,65 24,33 164,7 15,13 32,01 6,37 32,36
(0,016) (0,47)° 4,18)°  (8,64)¢  (2.82)° (777)°  047)* BN
CSCM 0,16 1,52 114,0 216,0 2,46 10,95 7,02 41,44
(0,018)® (0,12)° 0,00°  (12,93)°  (08D)° (1,50) ° 0,51)°  (10,61)°
CSCR1 0,1 1,13 113,2 367,8 1,68 4,96 6,39 34,32
(0,015)° 0,81) ™ (1747)°  (38,14)*  (0,39)° 0,65 ¢ (0,39)>  (6,04)%
CSCR2 0,1 1,05 116,0 286,7 2,97 4,93 8,52 56,25
(0,015)® (0,18)° (12,65)°  (18,70)®  (0,59)° (0,54) ° 0,99)*  (13,39)°
CSCR3 0,1 0,82 139,0 279,2 3,73 8,28 6,34 31,87
(0,018)° (0,07) ¢ 0,0)° (5,52)°  (0,66)° (135°¢ (0,85 (3,52)™

Letras iguais, na mesma coluna, indicam semelhanca estatistica (p>0,05).



38

Figuras

Figura 1- Valores médios e desvio-padrao dos resultados do ensaio de viabilidade celular dos

diferentes materiais nas concentragdes de 2 mg/mL, 10 mg/mL e 50 mg/mL.
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3 Capitulo 2: Avaliacao de propriedades fisico-quimicas de diferentes
cimentos a base de silicato de calcio associados a radiopacificadores

micro e nanoparticulados®

* Artigo sera submetido para publicagdo no periddico Clinical Oral Investigation
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Resumo

Objetivos: Avaliar propriedades fisico-quimicas ¢ mecénicas de dois cimentos & base de silicato de calcio com

diferentes composig¢des quimicas associados a diferentes radiopacificadores.

Materiais e Métodos: Foram avaliados os cimentos MTA Angelus, cimento de silicato de célcio com aditivos
(CSCM) e cimento de silicato de célcio resinoso 2(CSCR2), acrescidos de radiopacificadores — 6xido de
zirconio (ZrO,) microparticulado ou nanoparticulado, 6xido de nidbio (Nb,Os) microparticulado ou
nanoparticulado, 6xido de bismuto (Bi,O3) ou tungstato de calcio (CaWO,). O tempo de presa foi avaliado por
meio de agulha Gilmore. Andlise do escoamento foi realizada segundo a norma ISO 6876. A solubilidade foi
determinada pela porcentagem de perda de massa apos imersdo em agua. A resisténcia a compressdo foi
avaliada apds 24 horas e 21 dias da manipula¢do. O pH e liberagdo de ions calcio foram analisados apds os
periodos 3, 12 ¢ 24 horas, 7, 14 e 21 dias. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de

Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados: Os materiais CSCM + CaWO, e CSCR2 + ZrO, micro, Nb,Os ¢ CaWO, apresentaram resultados
semelhantes ao MTA, com tempo de presa final inferior as demais associagdes. CSCM ou CSCR2+ ZrO, micro
apresentaram maior escoamento. Todos os cimentos avaliados apresentam baixa solubilidade. A resisténcia a
compressdo de todos os materiais aumentou no maior periodo de analise. Os materiais apresentaram pH alcalino

e liberaram ions calcio.

Conclusdes: O radiopacificador ZrO, micro pode ser considerado como potencial substituto do Bi,O; quando

associado ao CSCM e ao CSCR2 por apresentar maior escoamento ¢ menor tempo de presa.

Relevancia clinica: Os materiais propostos, especialmente associados ao ZrO, representam cimentos

retrobturadores com potencial para uso clinico ap6s avaliagdes complementares.

Palavras-chave: Cimento Portland ¢ Radiopacidade * Tempo de presa * Resisténcia a compressdo * Cimento

retrobturador ¢ Agentes radiopacificadores

Introducao

O Mineral Triéxido Agregado (MTA) é considerado um material ideal para tratamento de perfuragdes,
obturagdo retrograda, além de outras indicagdes por apresentar excelente propriedade bioldgica e satisfatoria
propriedade fisico-quimica [1-3]. Asgary et al. [4] relatam que o0 MTA e o Cimento Portland (CP) sdo cimentos
a base de silicato de célcio com composi¢@o similar, exceto pelo 6xido de bismuto (Bi,0;) presente como agente

radiopacificador do MTA.

O MTA apresenta tempo de presa longo [5], além da dificuldade de manipulagdo e insercdo [6].
Diferentes modificagdes do CP s3o propostas pela adicdo de aditivos e resinas para melhora de suas

propriedades de manipulagdo e presa [7]. Camilleri [2] observou que a adi¢do do radiopacificador Bi,O; ao
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MTA reduz a liberacdo de hidroxido de céalcio, aumenta a solubilidade do material e prejudica a sua estabilidade
dimensional. Novos radiopacificadores tém sido avaliados como alternativas ao Bi,O; [8]. Hungaro Duarte et al.
[8] observaram que o CP associado a Bi,0s, 6xido de zinco, 6xido de chumbo, subnitrato de bismuto, carbonato
de bismuto, sulfato de bario, iodoférmio, tungstato de calcio (CaWO,) e oxido de =zirconio (ZrO,)

proporcionaram maior radiopacidade que a dentina e o CP puro.

A substitui¢do do Bi,0; do MTA pelo ZrO, pode favorecer a bioatividade ¢ melhorar as propriedades
mecénicas do material [9,10]. Cutajar et al. [11] incorporaram ao CP diferentes concentragdes de ZrO, e
observaram que essa combinagdo apresenta radiopacidade, resisténcia & compressdo, tempo de presa, absor¢ao
de agua e solubilidade similar ao ProRoot MTA. Camilleri et al. [12] relatam que a hidratagdo do CP acrescido
de 30% de ZrO, pode favorecer o material aumentando o pH, liberagdo de ions célcio e potencial bioativo.
Antonijevic et al. 2013 relataram que o ZrO, pode ser utilizado como substituto do Bi,O; no MTA, uma vez que
este radiopacificador ndo alterou propriedades fisicas do MTA [13]. Ainda, segundo Liu et al. [9], o emprego do
ZrO, na forma nanoparticulada em cimentos 6sseos, tem demonstrado bioatividade e citocompatibilidade. Li et
al. 2013 [14] mostraram que a adigdo de 20% ZrO, nanoparticulado ao CP branco favorece a biocompatibilidade

do CP.

Outro elemento quimico com propriedades bioldgicas favoraveis é o Nidbio (Nb), que tem sido
utilizado em ligas de titdnio de implantes enddsseos devido a sua excelente biocompatibilidade [15] e resisténcia
superior a corrosdo ¢ desintegragdo [16], além de apresentar potencial bioativo [17]. Seu emprego na forma

nanoparticulada pode favorecer também a atividade antimicrobiana [17].

O CaWO, usado como agente radiopacificador do CP proporcionando pH alcalino e liberagdo de ions
calcio [18], resisténcia a compressdo elevada [19], acdo antimicrobiana [20] e compatibilidade bioldgica [21].

Além disso, quando associado ao CP na proporcéo de 20% proporciona radiopacidade de 3,11 mmAl [8].

A associagdo de cimentos a base de silicato de calcio com diferentes composi¢des quimicas ao ZrO, ou
Nb,Os micro e nanoparticulado e ao CaWO, pode favorecer a radiopacidade e o potencial bioativo dos
materiais, sendo importante a analise de suas propriedades para utilizacdo clinica. O objetivo desse estudo foi
avaliar propriedades fisico-quimicas ¢ mecanica de dois cimentos a base de silicato de céalcio com diferentes

composic¢des quimicas associados a radiopacificadores micro ou nanoparticulados.

Material e Métodos

Amostra

Foram avaliados dois cimentos com diferentes composi¢gdes quimicas. O cimento a base de silicato de
célcio contendo aditivos (CSCM, Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil), composto de agregados
minerais, aditivos e pigmentos e o cimento a base de silicato de calcio resinoso 2 (CSCR2, Ligatex Ind. e Com.

Ltda., Rio Claro, SP, Brasil), composto de agregados minerais, resinas, aditivos e pigmentos. Ambos cimentos
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de silicato de calcio foram associados aos radiopacificadores ZrO, microparticulado (ZrO, micro, Sigma-
Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), ZrO, nanoparticulado (ZrO, nano, Laboratério de nanotecnologia,
Instituto de Fisica de Sdo Carlos, SP, Brasil), Nb,Os microparticulado (Nb,Os micro, Sigma-Aldrich Brasil
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), Nb,Os nanoparticulado (Nb,Os nano, Laboratério de nanotecnologia, Instituto de
Fisica de Sdo Carlos, SP, Brasil), Bi,O; (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) ou CaWQ, (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os radiopacificadores nanoparticulados foram obtidos pelo método precursor
polimérico realizado pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos (Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, Brasil). As
associagoes foram realizadas na proporgdo de 70% do cimento de silicato e 30% de radiopacificador, sendo que
para o Bi,O; a propor¢do foi de 80% do cimento de silicato e 20% do radiopacificador. O tamanho das
particulas obtido para o ZrO, foi de 74 nm e para o Nb,Os de 83 nm os quais foram confirmados pela analise da
area de superficie Brunauer-Emmett-Teller. Os materiais foram manipulados com agua destilada, em proporg¢édo

definida apds testes preliminares.
Tempo de presa

Para avaliacdo do tempo de presa, foram confeccionados 6 corpos-de-prova para cada material em
anéis metalicos com 10 mm de didmetro e 1 mm de altura. Para a presa inicial foi utilizada agulha de Gilmore
com massa de 100 = 0,5 g ¢ ponta com diametro de 2 + 0,1 mm. Para a presa final, apos o periodo de presa
inicial, foi usada agulha de Gilmore de 456 + 0,5 g de massa e 1 £ 0,1 mm de didmetro na ponta. A avaliagdo
do tempo de presa foi realizada segundo Bortoluzzi et al. [22], com avaliacdo a cada 3 minutos, durante a
primeira meia hora, 5 minutos até as 2 primeiras horas e a cada 15 minutos até atingir o tempo de presa final. Os
materiais foram mantidos na estufa a 37°C durante a analise. Os tempos de presa foram determinados como o

periodo entre a manipulacdo e momento em que cada agulha nido produzisse marcas nos cimentos.
Escoamento

O teste de escoamento foi realizado de acordo com a norma ISO 6876 [23]. Apos a manipulagdo, 0,05
mL de material foi colocado em placa de vidro (n=6). Ap6s 3 minutos do inicio da manipulagado, outra placa de
vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento com um dispositivo de 100 g, totalizando 120 g, sendo mantidos
por 7 minutos. A mensuracdo foi realizada utilizando duas técnicas. Na primeira foram medidos o maior e
menor didmetro do material na placa, sendo usadas amostras com diferenga entre o maior e menor didmetro
inferior a 1 mm. Para o segundo método, os corpos-de-prova foram fotografados ao lado de uma régua
milimetrada. Apos a obtengdo das imagens, a 4rea do cimento foi medida em mm?® no programa UTHSCSA
Image Tool para Windows Versao 3.00, como descrito por Tanomaru-Filho et al. [24], antes e apds a

compressao.
Solubilidade

Moldes circulares plasticos foram confeccionados com 1,5 mm de altura e 7,75 mm de didmetro
interno. Cada molde foi posicionado sobre laminula de vidro recoberta por pelicula de papel celofane e

preenchido com um material (n=6). Um fio de nylon foi incluido na massa do cimento e outra laminula de vidro
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também envolta por celofane foi posicionada sobre o molde. O conjunto foi pressionado manualmente e
armazenado em estufa com temperatura de 37° C num intervalo de tempo de trés vezes o tempo de presa de
cada material. Os corpos-de-prova foram removidos dos moldes, pesados em balanga de precisio HM-200 (A &
D Enginnering, Inc., Bradford, MA, EUA) e suspensos por meio dos fios de nylon no interior de recipientes
plasticos com tampa contendo 7,5 mL de adgua destilada e deionizada. Os recipientes permaneceram em estufa a
37°C por sete dias, quando os corpos-de-prova foram removidos da agua destilada, enxaguados e colocados em
desumidificador. A massa antes e ap6s o experimento foi mensurada a cada 24 horas até a estabilizacdo da

massa. A perda de massa foi expressa em porcentagem da massa original.
Radiopacidade

Foram utilizados anéis de teflon com didmetro de 10 mm e 1 mm de altura para confec¢do de 6 corpos-
de-prova para cada material. Os materiais foram mantidos a 37°C e 100% de umidade por 48 horas. Apés esse
periodo, foram posicionados sobre filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY) ao lado de escala de
aluminio, com variagdo de 2 a 16 mm de espessura. As radiografias foram realizadas em aparelho de raios-X GE
1000 (General Eletric, Milwaukee, WI) ajustado a 50 kV, 10 mA e 18 pulsos por segundo, com distancia focal
de 33 cm. Os filmes foram processados em reveladora automatica (A/T 2000®XR, Air Techniques Ing,
Hicksville, Nova lorque, EUA). Apds digitalizagdo com maquina fotografica (Nikon D70), as imagens
radiograficas foram avaliadas em software UTHSCSA ImageTool para Windows versdo 3.0. Foi avaliada a

equivaléncia em milimetros de aluminio para cada amostra, de acordo com Tanomaru-Filho et al. [25].
Resisténcia & compresséo

Corpos-de-prova cilindricos foram confeccionados de acordo com Islam et al. [26] com 12 mm de
altura ¢ 6 mm de didmetro. As amostras foram mantidas na estufa a 37°C ¢ 95% umidade. Apds 3 horas, as
amostras foram removidas do molde e ficaram mantidas em estufa até o periodo de 24 horas (n=6) ¢ 21 dias
(n=6), quando foram submetidas ao ensaio de compressdo em uma maquina de ensaios Emic DL 2000 (Emic
Equipamentos e Sistemas de Ensaio, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) com célula de carga de 5 kN e
velocidade de 0,5 mm/minuto. A tensdo maxima suportada foi calculada (MPa) com base na for¢ca maxima

suportada e na area da base (mm?) dos cilindros (1 Pa=1 N/1m?).
pH e liberacéo de ions célcio

Para os testes de pH e calcio, tubos de polietileno com 10 mm de comprimento ¢ 1 mm de didmetro
foram preenchidos com cada material (n=10), sendo que as duas extremidades permaneceram abertas. Cada tubo
foi imerso em 10 mL de agua destilada e mantido na estufa a 37°C durante os periodos experimentais. A cada
periodo, os tubos foram retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco contendo 10 mL de agua
destilada. Os periodos experimentais foram 3, 12, 24 horas, 7, 14 e 21 dias. O pH das solug¢des foi medido
imediatamente apos o término de cada periodo experimental com um pHmetro Ultrabasic (Denver Instrument

Company, Arvada, Colorado, USA) previamente calibrado.
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A quantificacdo de ions célcio foi realizada em espectrometro de absorgao atdmica H1170 Hilger &
Watts (Rank Precision Industries Ltd. Analytical Division, London, United Kingdom). Para evitar potenciais
interferéncias, as amostras e solu¢des padrdes foram combinadas com 0,20 mol/L de solug@o contendo cloreto
de lantanio e cloreto de potassio. A solug¢do contendo os ions foi aspirada para de uma camara de nebulizagdo e
transportada para a chama. A liberag@o de calcio dos materiais foi quantificada usando lampada de catodo oco
especifica para calcio (comprimento de onda = 422,7 nm e janela de 0,7 nm) operada a 20 mA. As leituras
obtidas a partir da analise das solu¢des contendo ions célcio foram comparadas com uma curva padrdo, obtida

por dilui¢des de uma solucdo de célcio P.A. em agua ultra pura.

Analise estatistica

Para todos os testes, os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade. Comprovada a
normalidade da distribuicdo dos dados amostrais, eles foram submetidos ao teste estatistico paramétrico

ANOVA e teste de comparac¢des multiplas de Tukey, com nivel de 5% de significancia.

Resultados

Tempo de presa

O CSCM associado ao ZrO, micro apresentou tempo de presa inicial semelhante ao MTA Angelus.
Quanto ao tempo de presa final, o CSCM + CaWO, foi semelhante ao MTA Angelus. A utilizacdo do

radiopacificador Nb,Os nano ao CSCM apresentou maior tempo de presa inicial e final (p<0,05) (Tabela 1).

O CSCR?2 associado ao ZrO, micro apresentou tempo de presa inicial semelhante ao MTA Angelus.
Quanto ao tempo de presa final, a associagdo dos radiopacificadores ZrO, micro, Nb,Os micro ¢ CaWO,

proporcionou resultados semelhantes ao MTA Angelus (Tabela 2).

Escoamento

A associacao do CSCM com o ZrO, micro apresentou maior escoamento (p<0,05) quanto ao diametro
médio, e foi semelhante estatisticamente (p>0,05) a associagdo do CSCM ao Nb,Os micro quando o escoamento
foi analisado pela area, conforme Tabela 1. Maior escoamento foi observado para associagdo do CSCR2 + ZrO,

micro (p<0,05) nas duas analises, por didmetro ou area (Tabela 2).

Solubilidade

Todos os cimentos avaliados apresentaram baixa solubilidade e no diferiram estatisticamente entre si
(p=0,05) (Tabelas 1 e 2). Na comparagdo entre os dois tipos de cimentos & base de silicato de calcio, também

ndo houve diferenca estatistica entre eles e 0o MTA (p=>0,05).

Radiopacidade
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A associacdo de ambos os cimentos a base de silicato de calcio aos radiopacificadores ZrO, micro,
CaWO, e Bi,0; foi semelhante ao MTA (p>0,05) e superiores as demais associagdes, conforme Tabelas 1 e 2.

Todos os cimentos apresentaram radiopacidade superior a 3 mmAl, como sugerido pela ISO 6876 [23].

Resisténcia a compressao

O MTA apresentou resisténcia significativamente superior aos demais materiais nos periodos de 24

horas e 21 dias (Tabelas 1 e 2).

pH e liberacéo de ions célcio

Todas as associagdes do CSCM mostraram pH alcalino. Maiores valores de pH foram encontrados nos
periodos experimentais de 3 horas, 7, 14 ¢ 21 dias. As associagdes do CSCR2 mostraram maiores valores de pH
nos periodos de 7, 14 e 21 dias, conforme dados das Tabelas 3 e 4. Todos os cimentos liberaram ions célcio,
sendo a maior quantidade de célcio encontrado no periodo de 7 dias. O MTA apresentou mais calcio nos

periodos de 7 e 14 dias (p<0,05) em relacado as associagdes dos CSCM e CSCR2 (Tabelas 3 ¢ 4).

Discussao

O MTA ¢ o CP sdo considerados materiais a base de silicato de calcio [4] com propriedades fisico-
quimicas, mecanicas [26], bioldgicas [21] e antimicrobianas [20] semelhantes. Modificagdes na formulagdo do
MTA ou desenvolvimento de novos materiais a base de silicato de calcio tem sido propostos [8]. Neste estudo,
dois cimentos a base de silicato de calcio com formula¢des modificadas foram avaliados. O CSCM é composto
por agregados minerais, aditivos e pigmentos, enquanto o CSCR2 ¢ composto de agregados minerais, resinas,

aditivos e pigmentos.

A Dbaixa radiopacidade do CP [8] torna necessaria a adicdo de agente radiopacificador. O
radiopacificador presente no MTA ¢ o Bi,O;. Porém, o Bi,O; aumenta a porosidade do material,
comprometendo a longevidade do cimento [27]. A radiopacidade do material permite a sua diferenciacdo do
0sso e dentina [28] e tem relagdo com o numero atdomico do elemento quimico. Os radiopacificadores utilizados
neste estudo apresentam massa atémica que permite ao material detecgdo radiografica quando associados aos
cimentos de silicato de calcio. Os resultados mostram que todos os cimentos apresentaram radiopacidade
superior a 3 mmAl, como sugerido pela ISO 6876 [23]. Hungaro Duarte et al. [8] mostraram que a adigdo do

ZrO, e CaWQ, ao CP resulta em um material com radiopacidade adequada.

O tempo de presa final das associagdes do CSCM + CaWOQO, e CSCR2 com ZrO, micro, Nb,Os micro
ou CaWO, foi semelhante ao MTA Angelus, e inferior as demais associa¢cdes. Nenhum radiopacificador
associado ao CSCM e ao CSCR2 proporcionou tempo de presa inicial e final inferior ao MTA Angelus,
concordando com outros estudos [18]. Tanomaru-Filho et al. [19] observaram que a adi¢do de ZrO,, Bi,O3 e

CaWO, ao CP branco apresenta tempo de presa inicial semelhante ao MTA e que a associagdo do CP com ZrO,
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e Bi,0; foi capaz de reduzir o tempo de presa final em relagdo ao CP puro. A adi¢do do CaWO,, Bi,03 e ZrO,

ao CP branco aumenta o tempo de presa em relagdo ao CP branco [18].

Hungaro Duarte et al. [18] mostraram que o MTA branco apresenta maior solubilidade que o CP
branco ou associagdo do CP com CaWO,, Bi,O3 e ZrO,. Os resultados obtidos no presente estudo mostraram
que todos os cimentos estdo em acordo com a especificagdo da ANSI/ADA no. 57 [29], que estabelece que o
grau de solubilizagdo seja inferior a 3%. Os cimentos apresentaram baixa solubilidade e foram semelhantes ao
MTA, o qual demonstra baixa solubilidade [30]. No entanto, Islam et al. [26] observaram que o CP branco
apresenta solubilidade inferior a0 MTA. Essas diferengas podem ser atribuidas ao tipo de CP utilizado em cada

estudo.

O escoamento de materiais retrobturadores favorece o preenchimento e selamento da cavidade
retrograda. A associagdo do CSCM ao ZrO, micro proporcionou maior escoamento (p<0,05) quanto ao didmetro
médio, e foi semelhante (p>0,05) a associagdo deste cimento ao Nb micro, quando o escoamento foi analisado
por area. Maior escoamento foi observado na associagdo do CSCR2 + ZrO, micro (p<0,05) em ambas as
analises, por area ou didmetro. O escoamento observado para o MTA Angelus foi de 6,52 mm, concordando

com os resultados obtidos por Camilleri [31] para o Pro Root MTA branco.

A resisténcia a compressao foi avaliada apos 24 horas e 21 dias, uma vez que a literatura informa que o
CP se solubiliza gradualmente nos fluidos [32] e que a resisténcia a compressdo do MTA aumenta na presenga
de umidade ap6s o periodo de 21 dias [33]. Além disso, a incorporagdo de aditivos ou diferentes liquidos no
MTA mostra comprometer sua resisténcia [34]. Neste estudo foi observado aumento da resisténcia a compressao
com o decorrer do tempo, para todos os materiais, confirmando com os resultados de Torabinejad et al. [33]. O

MTA apresenta resisténcia maior que os cimentos experimentais em ambos os periodos de analise.

O pH alcalino proporcionado pelos cimentos pode ser relacionado a atividade biologica de indugéo de
mineralizagdo [35]. Os cimentos apresentaram pH alcalino, semelhante ao observado por Camilleri [36], que
observou que o MTA ¢ o CP associado a diferentes radiopacificadores promovem altos valores de pH. Os
cimentos experimentais mostraram maiores valores de pH nos periodos de 7, 14 e 21 dias. O MTA apresentou
maior alcalinidade que os demais materiais avaliados. De acordo com Camilleri [37], o pH alcalino é causado
pela liberagcdo de hidroxido de calcio originado pela hidratacdo do cimento. Este estudo mostrou que os
cimentos liberam ions célcio. A liberag@o de ions calcio foi maior no periodo de 7 dias, diminuindo nos periodos
de 14 e 21 dias. A liberagdo de ions calcio pelo MTA diminui com o tempo [35]. O MTA promoveu maior
liberacdo de ions calcio nos periodos de 7 e 14 dias (p<0,05) em relagdo as associa¢des dos CSCM e CSCR2.
Esses resultados podem ser explicados pelo mecanismo de hidratacdo do CP que possui quatro estagios, o
periodo de pré-indugdo, a indugdo ou fase dormente, a aceleragdo e a fase pos-aceleragdo [38]. Durante o
periodo de pré-indugdo (primeiros minutos) ocorre uma rapida dissolugdo idnica causada pela hidrolise do
silicato tricalcico, sendo que nesta fase, pouco silicato dicalcico reage. Na fase de indugdo (primeiras duas
horas), a hidratagdo de todos os minerais de clinquer progride muito lentamente. Apos 3 a 12 horas da
manipulagdo, correspondente a fase de acelerag@o, o progresso da hidratacao acelera de novo e é controlado pela

nucleagdo e crescimento dos produtos de hidratacdo resultantes. A hidrata¢do do silicato dicélcico aumenta, o



47

hidroxido de calcio cristalino precipita, € a concentragdo de ions calcio diminui. Finalmente, no periodo pos-
aceleracdo, a taxa de hidratacdo diminui gradualmente a medida que a quantidade de material ndo reagido

diminui e a difusdo do processo de hidratagdo torna-se controlada [38].

Embora materiais nanoparticulados possam favorecer propriedades biologicas [9,14], a adicdo de
radiopacificadores nanoparticulados ndo alterou as propriedades fisico-quimicas do cimento de silicato de célcio
em relagdo aos radiopacificadores convencionais. Nanoparticulas de prata associadas a resina também ndo
modificaram as suas propriedades fisico-quimicas [39]. Outros estudos apontam que o tamanho das particulas
afeta as propriedades dos materiais [40-42]. A associacdo do didxido de titdnio nanoparticulado ao CP aumentou
sua resisténcia a compressdo e a flexdo e diminuiu seu tempo de presa [40]. A utilizagdo do ZrO, e Nb,Os
nanoparticulados associados a cimentos endodonticos a base de CP afetaram o tempo de presa, resisténcia a
compressdo, escoamento e a espessura da filme [41]. A adicdo de 8% e 10% de didxido de silicio

nanoparticulado ao MTA acelerou o processo de hidratag@o e reduziu o tempo de presa do MTA [42].

Com base no conjunto dos resultados obtidos, o ZrO, micro pode ser considerado como potencial
agente radiopacificador para utilizacdo em associagdo ao CSCM e ao CSCR2, por proporcionar menor tempo de

presa inicial e favorecer o escoamento do material.
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Tabelas

Tabela 1- Valores médios e desvio-padrao dos testes fisico-quimicos e mecanico do CSCM associado aos diferentes radiopacificadores.

Tempo de presa (minutos) Escoamento Solubilidade Radio- Resisténcia a compressao
(%) pacidade (MPa)

Inicial Final mm mm’ (mmAl) 24 horas 21 dias
CSCM + ZrO, micro 20,0 (£0,0)d 365,0 (£30,0) ¢ 7,8 (£0,5) a 48,71 (£5,0) a 0,99 (£0,8) a 594 (0,9)a 2,17 (x0,1)b 3,56 (£0,4) b
CSCM + ZrO, nano 47,5 (x10,3)bc  488,8 (+7,4)b 6,78 (£0,4) bc 36,76 (£6,0) bc 1,91 (+1,00a 4,34 (x0,23)b 0,58 (x0,1)b 2,34 (%0,7) b
CSCM + Nb;Os micro 57,5 (£52)bc ~ 480,7 (x17,4) b 7,04 (£0,2) b 40,69 (+4,5) ab 1,93 (x1,6)a 4,09 (x0,43)b 0,64 (x0,00b 2,23 (£0,3) b
CSCM + Nb,Os5 nano 100 (£10,4) a 555,5 (x14,2) a 6,31 (£0,2) ¢ 32,04 (+3,4) be 1,71 (x0,7)a 4,02 (x0,53)b 0,31 (x0,00b 2,04 (£0,3) b
CSCM + Bi,03 60,0 (£0,0) b 264,2 (£75,1)d 6,34 (£0,4) ¢ 32,90 (£8,2) bc 2,01 (£1,5)a 5,78 (+0,53)a 0,69 (£0,00b 6,41 (+0,7)b
CSCM + CaWO, 47,33 (+8,8) ¢ 197,3 (£31,1) e 6,18 (£0,4) ¢ 31,35 (#4,2) ¢ 0,52 (x0,1)a 5,67 (x0,51)a 1,46 (x0,4)b 3,57 (£0,7) b
MTA Angelus 24,33 (+4,1)d 1752 (#4,1) e 6,52 (£0,2) be 32,05 (£0,8)bc 0,30 (£0,0)0a 5,96 (£0,74)a 14,79 (£2,8)a 32,01 (+7,7) a

*Letras iguais, na mesma coluna, indicam semelhanga estatistica (p=>0,05).
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Tabela 2- Valores médios e desvio-padro dos testes fisico-quimicos e mecanico do CSCR2 associado aos diferentes radiopacificadores.

Tempo de presa (minutos) Escoamento Solubilidade  Radiopacidade Resisténcia a compressao
(%) (mmAl) (MPa)

Inicial Final mm mm’ 24 horas 21 dias
CSCR2 + ZrO; micro 33,83 (+4,0)cd  163,5 (£53,8) ¢ 10,25 (£0,6)a 82,59 (£10,2)a 1,02 (£1,3)a 5,28 (+1,0) a 0,60 (£0,1) b 6,02 (£0,6) b
CSCR2 + ZrO; nano 36,67 (£1,5)¢ 3423 (£12,7)a 6,49 (£0,3)c 33,21 (:2,9)bc 1,15 (x0,4) a 3,91 (+0,1) b 0,37 (£0,0) b 2,70 (£0,5) b
CSCR2 + Nb,05 micro 40,50 (+1,7) ¢ 191,7 (+48,3) bc 6,97 (+0,4) bc 38,73 (z4,5)bc 1,21 (£1,1)a 3,45(+0,3) b 0,43 (+0,0) b 2,89 (£0,1) b
CSCR2 + Nb,0s5 nano 57,50 (32,7)ab  379,2 (+18,8)a 6,93 (+0,3)bc 37,34 (+4,1)bc 1,67 (£0,7) a 3,61(x0,4) b 0,37 (£0,0) b 2,28 (+0,3) b
CSCR2 + Bi,0; 61,50 (49,2)a  226,5(£26,3)b  7,15(£0,3)bc 43,25 (*3,00b 0,89 (£0,5) a 532 (£0,4) a 0,36 (£0,0)b 5,98 (x0,9) b
CSCR2 + CaWO, 51,17 (=8,1)b  188,5(x16,6)bc 7,39 (£0,3)b 44,06 (£6,0)b 0,92 (+0,8) a 5,18 (£0,6) a 0,52 (£0,1)b 2,18 (x0,2) b
MTA Angelus 2433 (#4,1)d 1752 (#4,1)bc 6,52 (02)c  32,05(=0,8)c 0,30 (x0,0) a 5,96 (£0,7) a 14,79 (£2,8)a 32,01 (£7,7) a

*Letras iguais, na mesma coluna, indicam semelhanga estatistica (p>0,05).
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Tabela 3- Valores médios e desvio-padrao de pH e liberago de ions calcio nos diferentes periodos experimentais para o CSCM associado aos diferentes radiopacificadores.

pH Cilcio
3 horas 12 horas 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias 3 horas 12 horas 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias
CSCM + ZrO; micro 8,14 8,60 8,03 8,98 8,60 8,20 1,62 1,42 1,50 4,65 3,41 4,02
(#0,2) b (#0,1)ac  (0,1)b (#0,5)d (#0,3)c  (#0,1)bc  (£0,6) c (#0,1)a  (#0,2)ab (£0,3)c (*10,4)c (+0,4)a
CSCM + ZrO, nano 9,03 8,51 7,99 9,12 8,81 8,82 5,95 2,07 1,83 4,92 4,46 3,69
(#0,7)ab  (0,3)bc  (#0,1)b (£0,6)cd (£0,6)bc  (+0,4) a #3,5)a (£0,8) a (#0,4) a *1,2)c  (#1,2)bc  (+0,6) ab
CSC M+ Nb,Os 8,79 8,36 7,92 9,51 9,09 8,87 3,19 1,95 1,25 4,95 4,47 3,91
micro (x0,3)b #0,1) c #0,)b (#0,1)bd (£0,2) ac (#0,2)a (2,00 bc  (£0,8)a (£0,3) b *#0,8)c  (£1,2)bc  (£0,7)a
CSC M+ Nb,Os nano 9,00 8,69 7,86 9,55 9,26 8,58 3,84 1,92 1,90 5,77 4,19 3,05
(x0,5)ab  (£0,1)ab  (£0,1)b (£0,5)bc (£0,3)ab (x0,2)ab (*1,9)ac  (+0,4)a (#0,3)a  (£1,00bc  (£0,5)bc  (=0,4)b
CSCM+ Bi,0; 8,58 8,81 8,41 9,81 9,25 8,18 1,76 1,97 1,76 6,59 5,31 4,13
(#0,2)b (#0,2) a (#0,3)a (+0,1)ab (£0,5)ab (£0,4)bc  (£0,5) ¢ *03)a (0,5 a (#0,6) b (x1,6) b (+0,6) a
CSCM + CaWO, 8,23 7,32 7,33 9,15 8,58 7,88 1,58 1,41 1,20 5,15 4,28 3,0
(#0,2)b #0,1)e #0,2)c  (#0,2)cd  (£0,3)c #0,2) ¢ (#0,4) c x0,1)a (x0,2)b (#0,9)c  (#0,6)bc  (£0,3) b
MTA Angelus 9,50 7,67 7,98 10,29 9,60 8,93 5,34 1,79 1,36 10,85 7,55 4,62
(£0,2) a (£0,2) d (x0,3)b  (#0,1)a (£0,1) a (£0,3)a  (£1,8)ab (£0,6)a (£0,4) a (x1,3)a (£1,4)a (£1,2) a

*Letras iguais, na mesma coluna, indicam semelhanga estatistica (p>0,05).
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Tabela 4- Valores médios e desvio-padrao de pH e liberag@o de ions calcio nos diferentes periodos experimentais para 0 CSCR2 associado aos diferentes radiopacificadores.

pH Cilcio
3horas 12 horas 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias 3horas 12 horas 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias
CSCR2 + ZrO, micro 7,31 7,07 6,93 8,83 8,11 7,93 1,26 1,97 0,85 6,49 3,26 2,50
#0,1)c (#0,1)d #0,1)c (#0,6) c (#0,4) ¢ #0,4) c #0,3)c (#0,6) a (#0,3) b (*1,9) b (x0,7)d (#0,3) b
CSCR2 + ZrO,; nano 7,40 7,01 6,93 9,46 8,48 7,98 1,34 1,62 1,10 6,88 5,44 4,09
#0,1)c (#0,1)d #0,1)c (#0,1)b  (#0,6)bc  (£0,3) ¢ #0,3)c #0,3)a #0,1)a  (£1,9) bc (x1,5Db (#2,0)b
CSCR2 + Nb,O5 micro 7,25 6,97 6,90 9,39 8,57 8,17 1,77 1,60 1,21 5,33 341 3,45
(x0,1) c (£0,1)d #0,1) ¢ (£0,1)bc  (£0,5)bc  (£0,4)bc  (x0,6)bc  (£0,4)a (£0,2) a (£0,9) b (£0,3)d L) b
CSCR2 + Nb,Os nano 7,18 6,98 6,88 9,44 8,78 8,69 1,14 1,35 1,38 7,75 4,41 8,62
(x0,1) c (x0,1)d (#0,1) ¢ (#0,2) bc  (£0,6) bc  (£0,4)ab  (£0,4)c (£0,5) a (£0,4) a (#3,7Yb  (£0,9) bd (+4,4) a
CSCR2 + Bi,0; 8,37 8,00 7,49 8,98 9,16 8,83 2,94 1,93 1,28 4,90 4,78 3,44
=#0,4)b (#0,2)a (#0,1) b #0,4)bc  (£0,5)ab  (£0,5)a *1,3)b (#0,3)a #0,1)a (#0,4)c  (£0,6) be (#0,8) b
CSCR2 + CaWO, 8,60 7,40 7,44 8,93 8,41 7,93 2,84 2,03 1,40 4,88 3,88 2,95
(#0,3)b #0,1)c (#0,1) b #0,5) ¢ (#0,5) ¢ #0,1)c (x0,9) b (#0,6) a (#0,3)a (#0,9) ¢ (#0,6) c (#0,2) b
MTA Angelus 9,5 7,87 7,98 10,29 9,60 8,93 5,34 1,79 1,36 10,85 7,55 4,62
(£0,2) a (£0,2) b (£0,3) a (£0,1) a (£0,1) a (£0,3) a (£1,8) a (£0,6) a (£0,4) a (£1,3) a (£1,4)a =1,2)b

*Letras iguais, na mesma coluna, indicam semelhanga estatistica (p>0,05).

54



55

4 Capitulo 3: Cimentos a base de silicato de calcio associados a
radiopacificadores micro e nanoparticulados. Propriedades fisico-

quimicas e biologicas*

* Artigo sera submetido para publica¢do no Journal of Endodontics
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Resumo

Introducio: O Mineral Tridoxido Agregado (MTA) é um cimento de silicato de calcio. O
objetivo deste estudo foi avaliar propriedades fisicas e biologicas de uma formulacdo de
cimento de silicato de calcio com aditivos (CSCM) e outra com resina (CSCR2), associados aos
agentes radiopacificadores: 6xido de zirconio (ZrO,) e 6xido de nidbio (Nb,Os) nas formas
micro e nanoparticulada, tungstato de calcio (CaWOQ,) e o6xido de bismuto (Bi,O;). O MTA
Angelus foi utilizado como controle. Métodos: A avaliacdo da superficie foi realizada em
microscopia eletronica de varredura e espectrometria de energia dispersiva de Raios X (EDS-
X). Os testes MTT e apoptose/necrose foram realizados para avaliacdo da viabilidade das
células apos contato com materiais. Os dados obtidos foram submetidos aos testes analise de
variancia e Tukey, com nivel de significincia de 5%. Resultados: Todos os cimentos
apresentaram calcio, silicio e aluminio na composicdo. CSCM e CSCR2 apresentam maior
tamanho das particulas que o MTA. Os testes de MTT e apoptose/necrose mostraram que os
cimentos sdo biocompativeis. Os CSCM e CSCR2 tiveram um percentual de células viaveis
semelhante ao grupo controle negativo (p=0,05). Conclusées: Ambos cimentos a base de
silicato de célcio apresentam potencial para uso alternativo ao MTA quando associados aos

radiopacificadores avaliados.

Introducio

O Mineral Tridéxido Agregado (MTA) tem sido classificado como cimento a base de
silicato de calcio (1) e foi introduzido para selamento de comunicagdes entre a cavidade pulpar
e superficie externa dentaria. Sua aplicacgdo clinica inclui capeamento pulpar direto, obturacio
retrograda, apicigénese e apicificagdo, tratamento de fraturas radiculares, reabsor¢des interna e
externa e selamento de perfuragdes (2). Suas indicacdes s@o atribuidas a sua biocompatibilidade,

alcalinidade (valor de pH 12,5), capacidade seladora e bioatividade (3).

MTA e o cimento Portland (CP) apresentam composi¢éo quimica similar e sdo cimentos
a base de silicato de célcio. O MTA apresenta na composi¢do o CP como principal componente
(4) e 6xido de bismuto (Bi,O;) para promover radiopacidade (5). As propriedades fisicas,

quimicas, mecanicas, bioldgicas e antimicrobianas do CP e MTA sdo semelhantes (6-8).

O Bi,0;5 presente no MTA pode comprometer propriedades fisicas, mecanicas e
biologicas do cimento (9-11). Desta forma, novos radiopacificadores sdo avaliados como
alternativas ao Bi,O;, Como exemplos, o 6xido de zirconio (ZrO,) e tungstato de calcio

(CaWQ,) quando incorporados ao CP resultam em cimentos com radiopacidade superior a da
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dentina (12) e acima do valor minimo recomendado pela especificacdo 57 da ANSI/ADA (13).
A associacdo de ZrO, e CaWQ, ao CP nio demonstra citotoxicidade (8). O Nidbio (Nb) pode
promover radiopacidade e melhorar as propriedades bioldgicas de materiais devido a sua
biocompatibilidade (14) e bioatividade (15). Sua utilizacdo na forma nanoparticulada demonstra

potencial bioativo e antimicrobiano (16).

A biocompatibilidade do CP ¢ conhecida (8), mas suas diferentes formulagdes podem
modificar suas propriedades. Ainda a associagdo aos diferentes agentes radiopacificadores como
Zr0O, e oxido de nidbio (Nb,Os) na forma micro e nanoparticulada ou o CaWO,
microparticulado pode favorecer a propriedade bioldgica dos materiais. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi analisar a composi¢ao quimica e biocompatibilidade de dois cimentos a base de
silicato de calcio com diferentes composigdes quimicas em associagdo a diferentes

radiopacificadores.

Material e Métodos

Amostra

Foram avaliados dois cimentos a base de silicato de calcio com diferentes composigoes
quimicas associados a radiopacificadores micro e nanoparticulados (Tabela 1). Os
radiopacificadores nanoparticulados foram obtidos pelo método precursor polimérico no
Instituto de Fisica de Sdo Carlos (Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, Brasil). O tamanho
das particulas para o ZrO, foi de 74 nm e para o Nb,Os de 83 nm os quais foram confirmados
pela analise da area de superficie Brunauer-Emmett-Teller. Os materiais foram manipulados

com agua destiladas seguindo as propor¢des da Tabela 1.



Tabela 1- Grupo de materiais avaliados e proporc¢ao po-liquido.
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Material Proporcao pé-liquido
MTA Branco* 1g-300uL
Cimento & base de silicato de célcio contendo aditivos (CSCM)** + | 1 g—200 puL
30% Oxido de Zirconio (Zr,0) microparticulado®***

CSCM + 30% Oxido de Zirconio (Zr,O) nanoparticulado***** 1 g—360 uL
CSCM + 30% Oxido de Nidbio (Nb,Os) microparticulado**** 1 g—340 uL
CSCM + 30% Oxido de Nidbio (Nb,Os) nanoparticulado ***** 1 g—390 uL
CSCM + 20% Oxido de Bismuto (Bi,O3) microparticulado*** 1 g—260 uL
CSCM + 30% Tungstato de calcio (CAWO,) | 1 g—200 uL
microparticulado**#***

Cimento a base de silicato de calcio resinoso 2 (CSCR2)*** + 30% | 1 g—235 uL
Oxido de Zirconio (Zr,0) microparticulado

CSCR2 + 30% Oxido de Zirconio (Zr,0) nanoparticulado 1 g—340 uL
CSCR2 + 30% Oxido de Niobio (Nb,Os) microparticulado 1 g—380uL
CSCR2 + 30% Oxido de Niobio (Nb,Os) nanoparticulado 1 g—380uL
CSCR2 + 20% Oxido de Bismuto (Bi,O3) microparticulado 1 g—250ulL
CSCR2 + 30% Tungstato de calcio (CaWO,) microparticulado 1g—-220 pL

*MTA, Angelus, Londrina, Brasil

**Cimento a base de silicato de calcio (CSC), Usina Fortaleza ICMF Ltda., Barueri, SP, Brasil

(composicdo: agregados minerais, aditivos e pigmentos)

***Cimento a base de silicato de calcio resinoso 2 (CSCR2), Ligatex Ind. e Com. Ltda., Rio

Claro, SP, Brasil

*#**Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil

*****Laboratorio de nanotecnologia, Instituto de Fisica de Sdo Carlos, SP, Brasil

kkxkkSioma Aldrich, St Louis, MO, EUA

Analise da superficie e composi¢ao quimica
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Para a analise morfologica da superficie dos diferentes grupos experimentais, os
materiais foram manipulados e inseridos em moldes cilindricos de 6 mm de diametro ¢ 12 mm
de altura. Os espécimes foram mantidos na estufa, a 37°C e imersos em agua destilada durante
28 dias. Apoés este periodo, os corpos-de-prova foram secos com papel absorvente ¢ mantidos
num dessecador a vacuo contendo silica durante 24 horas. Os espécimes foram incluidos em
resina e polidas em maquina de polimento automatica (EcoMet® 250 Grinder-Polisher Family,
Ilinois, USA). Apds nova secagem, os espécimes foram colocados em stubs, banhados em
carbono e examinados por microscopia eletronica de varredura (JEOL — JSM — 6610LV, Tokyo,
Japao) em diferentes magnitudes (50X, 500X e 1000X) em modo retroespalhado e por elétrons
secundarios. Todas as analises foram realizadas a 18 kV e SS 68. Além disso, a andlise por
espectrometria de energia dispersiva de Raios X (EDS) (Thermo Scientific, Madison, USA) foi

realizada nas imagens obtidas com aumento de 1000X.

Ensaio da viabilidade celular

Para cada material, 1 g foi pesado em balanca analitica de precisio HM-200 (A & D
Enginnering, Inc., Bradford, MA, EUA), manipulado com dagua destilada nas devidas
propor¢des em placas de vidro estéreis e acomodados no fundo de placas de cultura de 12
pogos. As placas foram levadas em estufa a 37°C e umidade durante 15 horas para completa
presa dos materiais. Apds esse periodo, as placas foram expostas a luz UV durante 30 minutos
para prevencdo de contaminag¢do ¢ 5 mL de meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino
(Sigma/Aldrich) foi colocado em cada pogo. A placa permaneceu por 24 horas em estufa (37°C,
95% umidade e 5% CO,) para formagao do eluido de cada material. Apds 24 horas, esse meio

foi coletado e trés dilui¢des foram realizadas para exposicao as células (1:2, 1:4 e 1:8).

Cultura de células

Foram utilizadas células osteoblasticas humanas (Saos-2, linha ATCC HTB-85) por
meio de monocamada em frascos T-75 (Corning, Union City, CA), contendo meio de cultura
DMEM (Sigma/Aldrich, St Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS-
Gibco/Life Tecnologies), penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). As células
foram cultivadas duas vezes por semana a 37°C, 95% de umidade, 5% de CO,. As células
aderentes em fase logaritmica de crescimento foram removidas por uma mistura de

tripsina/EDTA 0,25% (Gibco- BRL,Gaithersburg. MD) a 37°C durante 3 minutos.
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MTT

Esse ensaio ¢ baseado na habilidade da enzima desidrogenase mitocondrial em converter
o sal que tem a cor amarela e ¢ solivel em agua 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT; Sigma Chemicals, St Louis, MO) em compostos coloridos de
formazan, cuja absorbancia é proporcional a quantidade de células vivas. Apos contagem e
transferéncia das células osteoblasticas SAOS-2 (7 x10*) para placas de 96 pogos com meio de
cultura DMEM 5% SFB (Soro fetal bovino- Gibco/Invitrogen), as células foram expostas
durante 24 horas com as respectivas dilui¢des dos eluidos dos cimentos (200 pL/cada) e os
controles negativo (DMEM sem SFB) e positivo (peroxido de hidrogénio 3%). Apos o periodo
de 24 horas, o meio de cultura foi trocado por DMEM sem SFB contendo 5 mg/mL de MTT e
as placas incubadas por 3 horas. Depois disso, cada pogo foi lavado com 1 mL de tampao
fosfato (PBS 1X) e 500 uL de alcool isopropilico acificado (HCI: isopropylalcohol, 0,04 N) foi
adicionado ao extrato para solubilizar o formazan. A densidade 6ptica (570 nm) foi mensurada
em leitor de microplacas automatico (ELx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT). O

experimento foi realizado em triplicata.

Deteccao de apoptose/ necrose

O cultivo das células foi obtido da mesma forma como descrito acima para o teste MTT.

O eluido utilizado foi na concentragdo de 1:8.

Foram transferidas 1x10° células SAOS-2 para a placa de 96 pogos, apos o contato com
os eluidos dos cimentos em placas de cultura de 24 pogos. O teste foi realizado por meio do kit
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA). Apos
24 horas de contato com os eluidos dos cimentos, as células foram lavadas e coletadas dos
pogos das placas de cultura com detergente ndo enzimatico (Cell dissociation buffer- Gibco/Life
Tecnologies), resuspendidas em tampdo Binding Buffer 1X (0,1 mol/L Hepes/NaOH; 1,4 mol/L
NacCl; 25 mmol/L CaCl, — pH: 7,4) e coradas com os marcadores para apoptose: FITC Annexin
V e/ou PI (Propidium lodide Staining Solution- 50 pug/mL), além dos controles ndo marcados e
controle positivo (Camptotecina 1 mmol/L- Sigma/Aldrich). Todos os tubos eppendorfs foram
incubados por 15 minutos na auséncia de luz e foi adicionado mais 400 pL de Binding Buffer
1X em cada amostra. As analises foram realizadas em Citometro de fluxo (BD FACS Verse 4C)
de acordo com os parametros do kit: Células viaveis (FITC-/ PI-); Células em apoptose inicial

(FITC+/ PI-); Células em apoptose final (FITC+/ PI+); Necrose celular.
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Analise dos resultados

Para os testes MTT e apoptose/necrose, os resultados obtidos foram submetidos a um
teste de normalidade, sendo esta comprovada, foram posteriormente submetidos ao teste
estatistico paramétrico ANOVA para comparacdo dos diferentes grupos entre si e ao teste de

comparagdes multiplas de Tukey, com 5% de significancia.

Resultados

Analise da superficie e composi¢do quimica

As micrografias eletronicas para os dois tipos de cimentos a base de silicato de célcio, o
CSCM e CSCR2 estdo apresentadas nas figuras la e 1b, respectivamente. O MTA foi utilizado
como controle. Todos os materiais pela analise EDS-X demonstraram picos de célcio, silicio e
aluminio indicando uma fase de aluminato que é caracteristico de cimentos tipo Portland e
diferente de cimentos puros a base de silicato tricalcico. O tamanho de particula do CSCM e
CSCR2 foi maior do que a do MTA. Todos os diferentes radiopacificadores utilizados foram
visiveis nas micrografias eletronicas. Os radiopacificadores apareceram brilhantes devido a sua
alta massa atomica. O ZrO, nanoparticulado apresentou particulas com tamanhos maiores que o
ZrO, microparticulado. A hidratagdo do cimento foi evidente pela presenca de hidrato de
silicato de calcio e etringita nas imagens de elétrons secundarios com ampliagdes mais elevadas

(Figura 2).

MTT

As figuras 3a e 3b mostram o efeito dos cimentos sobre as células SAOS-2 apods contato
com os eluidos dos cimentos por um periodo de 24 horas. Os dados apontam que todos os
cimentos apresentaram biocompatibilidade, com destaque para as menores concentragdes. No
eluido com diluicdo 1:4, o MTA apresentou viabilidade celular inferior (p<0,05) ao controle
negativo e as associacdes do CSCM e CSCR2, exceto para a associacio CSCR2 + ZrO,

microparticulado.

Apoptose/necrose
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Todos os cimentos a base de silicato de calcio apresentaram viabilidade celular e
tiveram um percentual de células viaveis semelhante ao grupo controle negativo (p=0,05). O
MTA apresentou maior indice de células viaveis, sendo semelhante a associagdo do CSCM +
CaWO, (p=0,05). Todos os CSCM apresentaram apoptose ¢ necrose celular em percentual
semelhante ao controle negativo (p>0,05), exceto a associagdo do CSCM + CaWOQ, que
apresentou maior percentual de apoptose (p<0,05) (Figura 4a).

Os CSCR2 apresentaram alto percentual de células viaveis semelhante ao controle
negativo e ao MTA (p=0,05). Todos os cimentos com CSCR2 apresentaram apoptose celular em
percentual inferior ao controle negativo (p<0,05). Quanto a necrose celular, ndo houve diferenca

entre os cimentos avaliados e o controle negativo (p>0,05) (figura 4b).

Discussao

Um material retrobturador ideal deve promover selamento, apresentar baixa
solubilidade, ser biocompativel ¢ demonstrar potencial bioativo. A substitui¢do do Bi,Os por
ZrO, associado ao CP demonstra propriedades fisica, mecanica e bioatividade adequados (17,
18). Outra possibilidade de utilizagdo do ZrO, estd em seu uso na forma nanoparticulada, por
demonstrar bioatividade e citocompatibilidade (19) e melhorar as propriedades mecanicas e

fisicas de materiais (20, 21).

Metais como o niobio tem merecido destaque para uso em materiais odontologicos (22),
por apresentar excelente resisténcia a corrosdo, ndo ser alergé€nico ou toxico (23), ser
biocompativel (24) e tem demonstrado capacidade de promover a formagdo de apatita (15). O
Nb,Os na forma nanoparticulada apresenta atividade antimicrobiana (16). O CaWO, vem sendo
estudado como agente radiopacificador associado ao CP (8, 12, 25) apresentando adequada
biocompatibilidade (8), além de ndo alterar a propriedade mecénica ¢ o tempo de presa final do

CP (25).

A analise da superficie do MTA (26), tamanho e forma da particula (27) demonstra que
o cimento apresenta superficie homogénea e pequenas particulas. Materiais com superficie lisa e
regular podem promover menor irritagdo tecidual (2). Dammaschke et al. (29) afirmam que as
caracteristicas da superficie de um material podem  indicar sua biocompatibilidade,

influenciando diretamente na adesdo e distribui¢ao celular.

A microscopia eletronica de varredura demonstrou que os CSCM e CSCR2 apresentam

morfologia de superficie tipica de materiais a base de CP com particulas de diferentes tamanhos,
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enquanto o MTA apresemta particulas mais finas e homogéneas, conforme Dammaschke et al.
(29) e Hwang et al. (30).

Os radiopacificadores estudados demonstraram diferentes tamanhos e morfologias das
particulas. Os cimentos com ZrO, nanoparticulado formaram aglomerados com morfologias
distintas, enquanto que os cimentos acrescidos de Nb,Os nanoparticulado apresentaram
particulas menores e mais dispersas. A micrografia por elétrons secundarios demonstrou o
processo de hidratacdo do cimento, com formacao de hidrato de silicato de célcio e etringita. A
analise por EDS-X dos cimentos MTA e dos dois cimentos a base de silicato de célcio com
diferentes composi¢des quimicas indicam que todos os materiais apresentam semelhangas nos

seus componentes, como 0s elementos calcio, aluminio e silicio.

Os cimentos retrobturadores devem apresentar biocompatibilidade, uma vez que a
toxicidade pode promover degeneragdo dos tecidos periapicais e atraso no reparo (31). O CP e
MTA ndo sdo genotoxicos (32), e apresentaram biocompatibilidade semelhante (31). No
entanto, existem poucos relatos sobre a biocompatibilidade do CP e outras formulagdes de

cimentos a base de silicato de calcio acrescidos de agentes radiopacificadores.

Os radiopacificadores ZrO,, CaWO, e Nb,Os sdo biocompativeis (8,14). A associacao
do Nb,Os a cimentos ceramicos de fluorapatita ndo promove citotoxicidade (14). Gomes-
Cornélio et al. (8) observaram que o CP associado aos radiopacificadores ZrO,, Bi,0; ¢ CaWO,
ndo sdo citotoxicos. O presente estudo demonstrou que todos os cimentos apresentam
biocompatibilidade. Na dilui¢do do cimento 1:4, o MTA apresentou viabilidade celular inferior
as associagdes do CSCM e CSCR2, exceto para CSCR2 + ZrO, microparticulado. Hwang et al.
(30) observaram que o MTA apresenta viabilidade celular maior do que o CP. No entanto,
achados similares em estudos de citotoxicidade usando o teste MTT revelam respostas

favoraveis do CP puro e/ou modificado associado ou ndo a agentes radiopacidicadores (8, 33).

Apoptose constitui um mecanismo fisiolégico de morte celular enddgena, desencadeada
por meio de estimulos internos ou externos, fisioldgicos ou patoldgicos. A necrose representa a
morte celular por dano celular excessivo, devido a um estimulo patolégico (34). Ensaios de
detecgdo de apoptose e necrose sdo importantes para avaliagdo de metais como
radiopacificadores em cimentos ou para avaliar a biocompatibilidade de novos cimentos a base
de silicato de calcio. As alteragdes por apoptose ocorrem como consequéncia da citotoxicidade
de drogas e patologias (35). Por outro lado, agentes citotoxicos, como os metais, podem levar ao

estresse oxidativo e induzir a apoptose (8).
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O teste apoptose/necrose foi realizado por meio do kit FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit I frente a linhagem celular SAOS-2. Os achados apontam que todos os CSCM ¢
CSCR2 demonstraram viabilidade celular com percentual de células viaveis semelhante ao
grupo controle negativo. As avaliagdes com CSCM apresentaram percentual de apoptose e
necrose celular semelhante ao controle negativo, enquanto que os CSCR2 apresentaram
apoptose celular em percentual inferior € necrose celular semelhante ao controle negativo. Desta
forma, confirma-se que estes cimentos apresentam biocompatibilidade, assim como observado
pelo ensaio de MTT. Gomes-Cornélio et al. (8) observaram, por meio de teste de
apoptose/necrose em microscopia de fluorescéncia, que as células apds exposicdo ao CP
associado aos radiopacificadores ZrO,, Bi,O; ou CaWQO, ndo apresentaram alteragdes

morfologicas.

Considerando os resultados obtidos neste estudo, todas as associa¢des apresentaram
composi¢do semelhante ao MTA e também mostraram ndo ser citotoxicos. Na menor
concentracdo, os cimentos a base de silicato de calcio mostraram viabilidade celular semelhante
ao MTA. Desta forma, conclui-se que os cimentos a base de silicato de calcio avaliados neste
estudo apresentam potencial para uso alternativo ao MTA quando associados aos

radiopacificadores estudados.
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Figura 1a: Micrografia eletronica retroespalhada (magnificacdo de 1000 X) e EDS
das amostras do CSCM associado aos radiopacificadores (A) ZrO, micro, (B) ZrO,
nano, (C) Nb,Os micro, (D) Nb,Os nano, (E) Bi,O3, (F) CaWO4 e o cimento (G) MTA
com respectivas analises por espectrometria de energia dispersiva de Raios X nos

pontos marcados como 1, 2 e 3.
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Figura 1b: Micrografia eletronica retroespalhada (magnificagdo de 1000 X) e EDS
das amostras do CSCR2 associado aos radiopacificadores (A) ZrO, micro, (B) ZrO,
nano, (C) Nb,Os micro, (D) Nb,Os nano, (E) Bi,03, (F) CaWO4 e o cimento (G) MTA
com respectivas analises por espectrometria de energia dispersiva de Raios X nos

pontos marcados como 1, 2 e 3.
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Figura 1b: Micrografia eletronica de varredura por elétrons secundérios apos
hidratacdo dos cimentos com aspecto de favos de mel do silicato de calcio hidratado e

agulhas de etringita (A e B).
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Figura 3a- Valores médios e desvio-padrdo do ensaio de viabilidade celular do CSCM

associado aos radiopacificadores no periodo de 24 horas, nas concentragdes de 1:2, 1:4 e 1:8.
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Letras maitsculas iguais na primeira coluna dos diferentes materiais indicam semelhanga
estatistica para a concentragdo de 1:2 (p=>0,05). Letras mintisculas iguais na segunda coluna dos
diferentes materiais indicam semelhanca estatistica para a concentracdo de 1:4 (p=0,05).
Simbolos iguais na terceira coluna dos diferentes materiais indicam semelhanca estatistica para

a concentragao de 1:8 (p=0,05). C- = controle negativo; C+ = controle positivo
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Figura 3b- Valores médios e desvio-padrio do ensaio de viabilidade celular do CSCR2

associado aos radiopacificadores no periodo de 24 horas, nas concentragdes de 1:2, 1:4 e 1:8.
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Letras maitsculas iguais na primeira coluna dos diferentes materiais indicam semelhanga
estatistica para a concentragdo de 1:2 (p=>0,05). Letras mintsculas iguais na segunda coluna dos
diferentes materiais indicam semelhanca estatistica para a concentragdo de 1:4 (p=>0,05).
Simbolos iguais na terceira coluna dos diferentes materiais indicam semelhanga estatistica para

a concentragdo de 1:8 (p=0,05). C- = controle negativo; C+ = controle positivo
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Figura 4a- Valores médios e desvio-padrio do ensaio de apoptose/necrose do CSCM associado

aos radiopacificadores no periodo de 24 horas, na concentragéo de 1:8.
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Letras maiusculas iguais na primeira coluna dos diferentes materiais indicam semelhanga
estatistica para o percentual de células viaveis (p=>0,05). Letras minasculas iguais na segunda
coluna dos diferentes materiais indicam semelhanca estatistica para o percentual de apoptose
celular (p>0,05). Simbolos iguais na terceira coluna dos diferentes materiais indicam
semelhanca estatistica para o percentual de necrose celular (p>0,05). C- = controle negativo; C+

= controle positivo.
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Figura 4b- Valores médios e desvio-padrio do ensaio de apoptose/necrose do CSCR2

associado aos radiopacificadores no periodo de 24 horas, na concentragio de 1:8.
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Letras maiusculas iguais na primeira coluna dos diferentes materiais indicam semelhanga
estatistica para o percentual de células viaveis (p=>0,05). Letras minasculas iguais na segunda
coluna dos diferentes materiais indicam semelhanca estatistica para o percentual de apoptose
celular (p>0,05). Simbolos iguais na terceira coluna dos diferentes materiais indicam
semelhanga estatistica para o percentual de necrose celular (p>0,05). C- = controle negativo; C+

= controle positivo.
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5 Discussao

Embora o MTA apresente propriedade biologica adequada, o material apresenta
dificuldade de manipulagio em fungdio do tempo de presa, consisténcia e escoamento®”’>. Na

11,29,30,71

busca por materiais a base de silicato de calcio para utilizagdo clinica , hovas propostas e

formulacdes sdo estudadas.

Diferentes componentes podem ser adicionados aos cimentos de silicato de
calcio. O tempo de presa do CP pode ser reduzido pela adigio de cloreto de calcio'. A adigio de
componentes i0nicos a cimentos contendo silicato de calcio promove estimulo da proliferagdo
celular’'™. As modificagdes propostas para os cimentos avaliados no presente estudo ndo
comprometeram suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas ¢ biologicas, permitindo, em

especial para os cimentos selecionados para os estudos 2 e 3, potencial para uso clinico.

Outro fator a ser considerado para proposta de novo material a base de silicato
de calcio ¢ o radiopacificador a ser usado. As desvantagens que o radiopacificador Bi,O; causa

9,12,13,21

ao MTA sao conhecidas . Por este motivo, a adi¢do de radiopacificadores alternativos foi

avaliada no presente estudo.

No intuito de melhorar as propriedades do silicato de calcio, foram avaliados o
7ZrO,, Nb,Os microparticulado e nanoparticulado ¢ CaWO, que sdo metais que apresentam
resultados favoraveis na literatura. Cimentos experimentais a base de silicato tricalcico
associado ao radiopacificador ZrO, demonstram bioatividade e deposi¢do de hidroxiapatita na
superficie no cimento na presenga de fluido corporal simulado'”, além disso, apresentam pH
alcalino e liberam fons calcio®’. A associacdo do CP ao Zr,O demonstra radiopacidade,
resisténcia a compressao, tempo de presa, absor¢ao de agua e solubilidade similares ao ProRoot
MTA?%. Ainda, a hidratacdo do CP acrescido de 30% de Zr,O resulta em aumento do pH,
liberagdo de fons célcio e apresenta bioatividade'*. Outra possibilidade de utilizagio do Zr,O
esta em seu uso na forma nanoparticulada, por apresentar bioatividade e citocompatibilidade® e
melhorar as propriedades mecanicas e fisicas dos materiais®~"%,

Metais como o nidbio tem atraido consideravel aten¢do para utilizagdo em
materiais odontoldgicos™, por apresentar excelente resisténcia & corrosdo, nio ser alergénico ou
toxico>’. Este metal é conhecido por sua biocompatibilidade e geralmente é utilizado em
implantes dentarios ou 6sseos®”. Além disso, tem demonstrado capacidade de promover a

35,46,54,55

formagdo de apatita O Nb,Os na forma nanoparticulada apresenta atividade
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antimicrobiana”, podendo ser indicado para utilizagdo como agente radiopacificador em

materiais retrobturadores a base de CP.

O CaWO, vem sendo estudado como agente radiopacificador associado ao
CP***%7 Sua anélise se justifica, pois estudos mostram que este agente apresenta adequada
biocompatibilidade™, além de ndo alterar a resisténcia & compressdo e o tempo de presa final do
CP®. Os cimentos CSCM e CSCR?2 associados aos radiopacificadores CaWQO,, ZrO, ¢ Nb,Os
microparticulados apresentaram resultados adequados para serem usados em substituigdo ao

Bi,0;,

Embora materiais nanoparticulados possam favorecer propriedades biologicas*
* a adigdo de radiopacificadores nanoparticulados ndo alterou as propriedades fisico-quimicas
do cimento de silicato de calcio em relagdo aos radiopacificadores convencionais. Outros
estudos relatam diferentes efeitos da adigdo de substancias nanoparticuladas. Nanoparticulas de
prata associadas a resina também ndo modificaram as suas propriedades fisico-quimicas'.
Outros estudos apontam que o tamanho das particulas afeta as propriedades dos materiais™'®"".
A associacdo do didxido de titdnio nanoparticulado ao CP aumentou sua resisténcia a
compressio ¢ & flexdo e diminuiu seu tempo de presa'®. A utilizagio do ZrO, e Nb,Os
nanoparticulados associados a cimentos endodonticos a base de CP afetaram o tempo de presa,
resisténcia & compressio, escoamento e a espessura da filme”'. A adigdo de didxido de silicio
nanoparticulado ao MTA acelerou o processo de hidratagdo e reduziu o tempo de presa do
MTA?®. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliagio de diferentes veiculos que poderiam

aperfeicoar a incorporacdo das nanoparticulas na matriz de cimento, tornando possivel a

obtenc¢do de melhores resultados.

As metodologias propostas neste estudo sdo modelos in vitro, que foram
reproduzidas para avaliar as propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas dos cimentos. Nossos
resultados apontam que algumas propriedades ainda necessitam ser melhoradas, como tempo de

presa, manipulacdo e inser¢do do material, escoamento e resisténcia a compressao.

Estudos adicionais devem ser conduzidos para avaliar resposta histologica em
subcutaneo de rato, bem como a capacidade seladora e antimicrobiana dos cimentos
experimentais. Os resultados obtidos poderdo contribuir no desenvolvimento de um novo
material para ser utilizado como cimento retrobturador com propriedades adequadas a pratica

clinica.
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6 Conclusao

Os cimentos de silicato de calcio estudados com diferentes composicdes
contendo aditivos e resinas apresentam niveis de arsénio e biocompatibilidade similar ao MTA.
Além disso, suas propriedades fisico-quimicas sugerem sua utilizacdo como alternativa ao

MTA, ap6s estudos adicionais em associagdes aos agentes radiopacificadores.

Os cimentos de silicato de calcio CSCM e CSCR2 foram associados aos
radiopacificadores ZrO, e Nb,Os micro ou nanoparticulados, ¢ ao CaWQ, A associa¢do dos
cimentos ao ZrO, microparticulado apresentou melhores resultados fisico-quimicos,
favorecendo o escoamento ¢ o tempo de presa inicial do material. E a associagdo do CSCR2 ao

Nb,Os apresentou maior liberagdo de ions calcio.

Todas as associagdes do CSCM e CSCR?2 aos radiopacificadores CaWO,, ZrO,
e Nb,Os micro e nanoparticulados apresentaram composicdo semelhante ao MTA e também
mostraram ndo ser citotoxicos. Desta forma, conclui-se que os cimentos a base de silicato de
calcio avaliados neste estudo apresentam potencial para uso alternativo ao MTA quando

associados aos radiopacificadores estudados.
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