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Vazquez-Garcia FA. Avaliagdo de propriedades fisico-quimicas, mecanicas ¢
antimicrobianas do MTA e Cimento portland associado a solugdo de nanoparticulas de
prata [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2014.

Resumo

A substituicdo do 6xido de bismuto por 6xido de zirconio (ZrO;) e a adicdo de
nanoparticulas de prata (NPsAg) pode favorecer as propriedades fisico-quimicas
mecanicas e antimicrobianas. Capitulo 1: Foram avaliados pH, solubilidade, tempo de
presa, radiopacidade e resisténcia a compressdo. Grupos: G1 — MTA Angelus; G2 —
CP/ZrO,; G3 - MTA/NPsAg; G4 —CP/ZrO,/NPsAg. O pH foi analisado em pHmetro
digital, a solubilidade pela perda de massa e o tempo de presa pelo teste de Gilmore. A
resisténcia a compressdo foi avaliada em ensaio mecanico. Para andlise da
radiopacidade, as amostras foram radiografadas com uma escala de aluminio. Os
resultados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey (p<0,05). O G3 apresentou
aumento de pH e diminui¢do da solubilidade e tempo do presa inicial e final. O G4
apresentou diminuicdo da solubilidade e aumento da resisténcia a compressdo. A
radiopacidade dos materiais foi superior a 4 mmAl. As associa¢des G3 e G4 apresentam
propriedades fisico-quimicas e mecéanicas adequadas. Capitulo 2: Bactérias na forma
planctonica foram colocadas sobre o cimento fresco e a andlise foi realizada em
espectrofotometro. Na avaliagdo antibiofilme, os materiais foram colocados em contato
com biofilme de E. faecalis formado sobre blocos de dentina e analisados pela
contagem de unidades formadoras de colonia. Os resultados foram submetidos aos
testes ANOVA e Tukey (p<0,05). Na forma planctonica, melhores resultados foram
encontrados no G2 e G4. Maior reducao de biofilme foi apresentada pelos G3 e G4. A
incorporacdo de NPsAg ao CP e MTA, melhora a atividade antibacteriana e

antibiofilme dos materiais a base de silicato de calcio.

Palavras Chave: Nanoparticulas metéalicas, Materiais dentarios, Propriedades fisicas,

Endodontia



Vazquez-Garcia FA. Evaluation of physico-chemical, mechanical and antimicrobial
properties of MTA and Portland cement associated with silver nanoparticles solution

[Dissertagao de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

Abstract

The bismuth oxide replacement by zirconium oxide (ZrO,) and the addition of silver
nanoparticles may improve the physicochemical, mechanic and antimicrobial properties.
Chapter I: It was evaluated pH, solubility, setting time, radiopacity and compressive
strength. Groups: GI1-MTA Angelus; G2-PC/ZrO,, G3-MTA/NPsAg, G4-
PC/ZrO2/NPsAg. The pH was measured with a digital pH meter, the solubility by the
weight loss and the setting time was evaluated by Gilmore needle. Compressive strength
was tested in universal testing machine. For radiopacity analysis material samples were
radiographed alongside an aluminium step-wedge. The results were submitted to
ANOVA and Tukey tests (p<0.05). The G3 showed a pH increase and a decrease of
solubility and initial and final setting time. The G4 showed a decrease in solubility and
an increase of compressive strength. All materials presented radiopacity greater than 4
mmAl. The G3 and G4 associations showed good physicochemical and mechanical
properties. Chapter 2: For the first test bacterias in planktonic form were placed over
fresh cement, and the analysis was performed in spectrophotometer. Also for the
antibiofilm test, the samples were placed in direct contact with E. faecalis biofilm
previously induced on bovine dentine and analysed by the counting of colony-forming
units. The results were submitted to ANOVA and Tukey tests (p<0.05). On the
planktonic form, the best results were showed by G2 and G4. The greater reduction of
biofilm were showed by G3 and G4. The incorporation of NPsAg to PC and MTA

improves the antibacterial and antbiofilm activity of calcium silicate cements.

Keywords: Metal nanoparticles, Dental materials, Physical properties, Endodontics
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1 INTRODUCAO

O Mineral de Trioxido Agregado (MTA) foi desenvolvido na Universidade de
Loma Linda (Califérnia, USA) (Torabinejad et al.’’, 1995), sendo composto por
Cimento Portland (CP) associado ao radiopacificador Oxido de Bismuto
(Bi,O3)(Camilleri et al.'®, 2005). MTA ¢ um p6 composto de particulas hidrofilicas que
toma presa na presenca de umidade (Torabinejad et al.*®, 1995). A hidratagio do po

resulta em um gel coloidal que se converte em estrutura solida (Torabinejad et al.”,

1999).

MTA apresenta um pH de 12.5 apds presa, similar ao hidréxido de calcio
(Torabinejad et al.*®, 1995). A baixa solubilidade (Torabinejad et al.*®, 1995) ¢ uma
radiopacidade superior a da dentina radicular (Shah et al.**, 1996) foram demonstradas.
O MTA foi desenvolvido inicialmente para o selamento de perfuragdes e obturacdo
retrograda (Camilleri et al.®, 2013). O MTA branco (Dentsply Endodontics, Tulsa, OK,
USA) foi introduzido visando melhor propriedade estética (Torabinejad et al.*®, 1995).

A biocompatibilidade do CP foi avaliada por meio de implantes subcutaneos
(Holland et al.?', 2001), em células humanas (Saidon et al.*’, 2003), e em procedimentos
de capeamento pulpar direto (Holland et al.?’, 2001), com resultados similares aos
apresentados pelo MTA.

A avaliagdo do efeito do MTA sobre bactérias anaerobicas facultativas e
estritas mostrou que o MTA tem um efeito antibacteriano sobre algumas bactérias
facultativas, porém ndo demostrou efeitos sobre as espécies anaerobias estritas
(Torabinejad et al.”’, 1995).

A principal diferenga entre o CP e 0 MTA ¢ a presenga de 6xido de bismuto

(Camilleri et al.’, 2005). No entanto, foi observado que a adi¢io do Bi;Os; como
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radiopacificador ao MTA reduz a liberacao de ions de calcio, aumenta a solubilidade e
causa deterioracdo da estabilidade dimensional do material (Camilleri et al.”, 2011).

Novos radiopacificadores tém sido avaliados como alternativas ao Bi,O3, como
o oxido de zirconio (ZrO;) que incorporado ao CP resulta em cimentos com
radiopacidade superior a da dentina (Hungaro Duarte et al.”%, 2009) e acima do valor
minimo recomendado pela especificagdo 57 da ANSI/ADA. Além disso, Gomes
Cornélio et al."® (2011) mostraram que esta associagdo ndo ¢é citotoxica.

Nanotecnologia ¢ um novo campo da ciéncia com aplicacdio em diversas
disciplinas como a nanomedicina (Bhattacharyya et al.*, 2009). Nanoparticulas de prata
(NPsAg) sdo descritas como ndo citotoxicas e sdo efetivas sobre bactérias, virus e
outros microrganismos eucarioticos, sem efeitos colaterais (Jeong, Yi24, 2005). O efeito
bactericida das nanoparticulas de prata depende do seu tamanho, sendo que as que
apresentam maior agdo antimicrobiana apresentam um diametro de 1-10nm (Morones et
al.*’, 2005). Nanoparticulas de prata se aderem a superficie da célula, alteram as
propriedades fisicas e quimicas da membrana e parede celular, e produzem importantes
distarbios nas fungdes tais como a permeabilidade, osmose, transporte de elétrons e
respiracdo celular (Sondi et al.>*, 2004).

Fujieda et al.'” (2013) incorporaram as nanoparticulas de prata a porcelana
dental, e os resultados mostraram que aumentou a dureza e maior resisténcia a fratura.
As nanoparticulas de prata também foram incorporadas ao ionémero de vidro (Swift*”,
1986) melhorando a sua propriedade de adesdo a dentina.

2
Morones et al.?’

(2005) demostraram que as nanoparticulas de prata apresentam
efeito bactericida sobre bactérias gram-negativas. Ahn et al.' (2009) demonstraram que

a incorporacdo de nanoparticulas de prata ao adesivo ortodontico inibiu a adesdo e
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crescimento bacteriano nas superficies onde foi aplicado e melhorou as propriedades
fisicas do adesivo.

Desta forma, parece oportuna a avaliagdo da influéncia nas propriedades fisico-
quimicas, mecanicas e antimicrobianas da associacao da solu¢ao de NPsAg ao MTA e

CP.
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2 CAPITULO 1

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANICAS DO MTA E CIMENTO
PORTLAND ASSOCIADO A OXIDO DE ZIRCONIO E NANOPARTICULAS

DE PRATA.*

* Artigo sera submetido para publicagdo no periddico International Endodontic Journal
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Resumo

Objetivo: Avaliar propriedades fisico-quimicas, mecanicas da associagdo do MTA
(Angelus) e do Cimento Portland (CP) com diferentes associacoes.

Metodologia: Os materiais avaliados foram: G1 — MTA Branco (Angelus, Brasil); G2
— CP 70% + ZrO, 30%; G3 - MTA + NPsAg; G4 — CP 70% + ZrO, 30% + NPsAg. O
pH e a solubilidade foram avaliados apds imersao das amostras em agua destilada por 5
e 15 horas, apos 2 ¢ 7 dias de manipulagdo. O pH foi avaliado por meio de pHmetro
digital e a solubilidade pela porcentagem da massa perdida. O tempo de presa foi
analisado pelo teste padrdo com agulha Gilmore. Para o teste de resisténcia a
compressdo, corpos-de-prova dos diferentes materiais foram submetidos ao teste
mecanico. Para andlise da radiopacidade foram realizadas radiografias juntamente com
uma escala de aluminio (Al). Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e
Tukey com 5% de significancia.

Resultados: A adi¢do de NPsAg ao MTA aumentou o pH e diminuiu a solubilidade e
tempo de presa inicial e final do material. Para o CP/ZrO; a adi¢do de de NPsAg
manteve o pH, diminuiu a solubilidade e aumentou tempo de presa e resisténcia a
compressao do material. A radiopacidade de todos os materiais foi maior a 4 mm de Al.
Conclusdo: A associagio de nanoparticulas de prata ao MTA e ao CP/Oxido de
zirconio favorece as propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos materiais. Estudos
adicionais de biocompatibilidade e atividade antimicrobiana sdo necessarios.

Palavras-Chave: Endodontia, Materiais Dentarios, Propriedades Fisicas.
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Introducao

Mineral Trioxido Agregado (MTA) ¢ um p6d composto de particulas
hidrofilicas que tomam presa na presenca de umidade (Torabinejad et al. 1995). MTA
consiste de Cimento Portland acrescido do radiopacificador 6xido de bismuto (Al-
Hezaimi et al. 2009). O MTA branco apresenta tamanho de particulas menores que o
MTA cinza, sendo atualmente o mais indicado (Duarte et al. 2003). Apesar da ampla
indicacdo, o MTA apresenta algumas desvantagens como prolongado tempo de presa,
dificuldade de manipulagdo, e limitada acdo antimicrobiana (Camilleri 2009).

Varios estudos tém demonstrado que as propriedades fisico-quimicas,
mecanicas e biologicas do MTA e Cimento Portland (CP) sdo semelhantes (Estrela et
al. 2000, Islam et al. 2006). O uso do CP ¢ sugerido como alternativa ao MTA
(Tanomaru-Filho et al. 2012). O Bi,0; ¢ adicionado ao CP no MTA para proporcionar
radiopacidade (Al-Hezaimi et al. 2009). No entanto, a adi¢do deste elemento causa
mudangas nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas do cimento, como forga de
compressao, pH, solubilidade e tempo de presa (Coomaraswamy et al. 2007).

O oxido de zirconio (ZrO;) tem sido proposto como alternativa ao Bi,0s,
demonstrando ndo ser citotoxico (Gomes Cornelio et al. 2011), ¢ promovendo
radiopacidade acima do valor minimo recomendado pela especificagdo 57 da
ANSI/ADA (Weckwerth et al. 2012). O material retro-obturador ideal deve promover
regeneracdo dos tecidos perirradiculares, ser dimensionalmente estavel, ndo ser
reabsorvivel, ter radiopacidade e apresentar a¢do antimicrobiana (Torabinejad et al.
1995).

A nanotecnologia possibilita a prevencdo e combate de doencas utilizando

materiais de escala nanométrica. Entre os nanomateriais com propriedades
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antibacterianas estdo as nanoparticulas metalicas, que mostram uma elevada atividade
devido a sua ampla area superficial, alta eficacia antibacteriana (Morones et al. 2005) e
baixa toxicidade em humanos (Foldbjerg et al. 2009, Oukarroum et al. 2012). As
nanoparticulas de prata (NPsAg) tém sido estudadas em varias aplicacdes
odontoldgicas como material restaurador dentério (Jia H 2008), cimento retro-obturador
(Pissiotis & Spangberg 2000) e implantes dentarios (Sheikh et al. 2010). A alta
eficiéncia antibacteriana das NPsAg ocorre devido a capacidade de destruicdo da
membrana e passagem através do corpo microbiano danificando a estrutura intracelular
(You et al. 2012).

A prata tem sido incorporada nos cimentos de iondmero de vidro para
melhorar a resisténcia a compressao, e tensao (Swift 1986). Particulas de prata também
sdo utilizadas como radiopacificadores alternativos para obten¢do de radiopacidade
necessaria nos cimentos de silicato de calcio e avaliar a pureza dos agentes
radiopacificadores (Camilleri & Gandolfi 2010). Samiei et al. (2013) avaliaram a
efetividade antibacteriana do MTA Angelus misturado com 1% de NPsAg contra
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e Candida
albicans e os resultados mostraram que a associa¢do de MTA/NPsAg aumentou o
efeito antibacteriano.

Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar propriedades fisico-
quimicas e mecanicas das associacoes de MTA e CP/ZrO2 com solucdo de

nanoparticulas de prata.
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Material e métodos

Os materiais experimentais e proporc¢do pd-liquido utilizada estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais, respectiva procedéncia, e proporcao po-liquido

Proporcao
Grupo Material Po (g)/
Liquido (pL)

1. MTA/Agua MTA Angelus (MTA) + Agua destilada 1/330
2. CP/ZrOy/Agua CP 70% +ZrO, 30% + Agua Destilada 1/330
3. MTA/NPsAg MTA + NPsAg (53 mg/L) 1/440

4. CP/ZrOy/NPsAg PC 70% + ZrO, 30% + NPsAg (53 mg/L)
1/330

MTA: Angelus Solu¢des Odontoldgicas, Londrina, Brasil

CP: Cimento Portland: CP - CPB-40 estrutural Votoran, Votorantin cimentos, Camargo
Correa Cimentos S.A., Pedro Leopoldo, MG)

Zr0,: Oxido de Zirconio: Sigma AldrichCorp. St. Louis, MO, Estados Unidos da
América

NPsAg: Instituto de Fisica de Sdo Carlos-USP

Nanoparticulas de prata foram sintetizadas pela redugdo de nitrato de prata
(AgNO3) com o polimero poli vinil alcool (PVA) como estabilizante quimico.

Particulas de 5-10nm de tamanho foram obtidas ¢ a concentragcdo da solugao foi de 53

mg/L.
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Radiopacidade

A analise da radiopacidade (n=6) foi realizada segundo Tanomaru-Filho et al.
(2007). Foram utilizados moldes com dimensdes de 10 mm de diametro e 1 mm altura,
sendo confeccionados 6 espécimes para cada material. Ap6és a manipulacdo, os
materiais foram colocados nos moldes, que permaneceram a 37°C e 100% de umidade,
por 48 horas. Apos esse periodo, um corpo-de-prova de cada material € uma escala de
aluminio, com variacdo de 2 a 16 mm em espessura, foram posicionados sobre um
filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY) e foram radiografados. As
radiografias foram realizadas em aparelho de raios-X GE 1000 (General Eletric,
Milwaukee, WI) operando a 60 kV, 7 mA e 18 pulsos por segundo, com distancia focal
de 30 cm. Os filmes foram processados com solu¢dao nova em reveladora automatica,
digitalizados e avaliados usando o programa ImageJ, onde foram selecionadas as areas
de cada degrau da escala de aluminio e dos cimentos para determinar a equivaléncia da
radiopacidade dos cimentos em milimetros de aluminio, de maneira similar a realizada
por (Vivan et al. 2009), usando a seguinte equagao:

Ax2 +mm Al imediatamente anterior DRM
B

Onde A = densidade radiografica do material (DRM) — densidade radiografica
do incremento de aluminio imediatamente anterior a DRM;

B = densidade radiografica do incremento de aluminio imediatamente
posterior a DRM - densidade radiografica do incremento de aluminio imediatamente
anterior a DRM;

2 =2 mm de incremento da escala de aluminio.
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Tempo de presa

Para determinar o tempo de presa (n=10) foram utilizados anéis metalicos com
10 mm de didmetro e 1 mm de altura, sendo confeccionados 6 espécimes para cada
material. Antes de iniciar os testes, os moldes foram mantidos na estufa a 37°C por 24
horas. A avaliagdo do tempo de presa seguiu a metodologia adotada por (Bortoluzzi et
al. 2008), com medigdes a cada 3 minutos durante a primeira meia hora, 5 minutos até
as 2 primeiras horas e a cada 15 minutos desse periodo em diante. Ao atingir a presa
inicial as medigdes continuaram sendo realizadas até a presa final. Para determinar a
presa inicial foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 £+ 0,5g e diametro de 2
+ 0,1mm 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,
apoOs o periodo de presa inicial, repetiu-se 0 mesmo procedimento usando a agulha de
Gilmore de 456 + 0,5g de massa ¢ 1 = 0,1 mm de didmetro na ponta. Os tempos de
presa foram determinados como a média de tempo entre a manipulacdo e o tempo

demorado para que cada agulha ndo produzisse marcas nos cimentos.

Resisténcia 4 compressao

Para o teste de resisténcia a compressdo, os corpos-de-prova (n=6) foram
confeccionados de acordo com Islam et al. (2006). Os cimentos foram colocados
dentro de um molde de teflon com forma cilindrica com 12 mm de altura ¢ 6 mm de
diametro. O conjunto foi mantido na estufa por 3 horas, quando as amostras foram
removidas do molde e a superficie plana de cada amostra foi delicadamente lixada com
uma lixa de papel de granulometria 600. As amostras permaneceram na estufa (37°C e

100% umidade) até o periodo de 24 horas ou 21 dias, quando foram submetidas ao teste
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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 a
uma velocidade de 0,5 mm/minuto. A tensdo méxima suportada em N/mm’ foi
calculada (N/mm?) usando a forca méaxima suportada e o didmetro dos cilindros (1 Pa

=1 N/ 1 m?).

O teste de pH (n=10) foi realizado segundo Faria-Junior et al. (2013), onde
amostras com dimensdes de 7 mm de didmetro e 1 mm de altura foram confeccionados,
tendo o valor do pH avaliados 2 ¢ 7 dias ap6s a o tempo de presa. Os discos foram
imersos em frascos plasticos contendo 10 mL de 4gua deionizada cujo pH foi aferido
previamente (6,5). Os frascos foram fechados e mantidos em uma estufa a 37°C. As
mensura¢des de pH foram realizadas apds 5 h e 15 h da imersdo dos discos com o
pHmetro previamente calibrado. Apds cada mensuragdo, que foram feitas em triplicata,

a média do pH de cada grupo em cada periodo experimental foi calculada.

Solubilidade

Também de acordo com Faria-Junior et al. (2013), a confecgdo dos discos
(n=10) para cada periodo, foi semelhante a utilizada no teste de pH, diferenciado pela
colocagdo em uma das extremidades de um pedaco de 5 cm de fio dental no cimento
durante a insercdo do material no molde. Decorridos os periodos pds-manipulacdo de 2
e 7 dias, as amostras foram removidas da matriz e apds a remog¢do dos residuos ou

particulas soltas, foram colocadas em um dessecador com silica. Apoés uma hora, os
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discos juntamente com o fio dental foram pesados em balanga de precisdo modelo BL
210S para a obtencao da massa inicial.

Cada um dos espécimes foi suspenso pelo fio dental e colocado no interior de
um recipiente plastico contendo 10 mL de 4gua deionizada, ndo permitindo qualquer
contato entre a amostra e a superficie interna do recipiente. As amostras foram
mantidas em estufa a 37°C, permanecendo por 15 h. Apds esse periodo, os cimentos
foram retirados dos recipientes e enxaguados com agua destilada e deionizada.

O excesso de agua foi removido com auxilio de papel absorvente. As amostras
foram colocadas em um dissecador com silica por 24 h para realizacdo de nova
pesagem para obtencdo da massa final. A estabilizacdo da massa de cada amostra foi
constatada ap6s um novo ciclo de 24 h no dissecador com silica. Foram utilizados 10
discos de cada cimento para cada um dos dois periodos pos-manipulagdo. A
solubilidade dos cimentos correspondeu a perda de massa identificada pela massa de
cada amostra, expressa como porcentagem da massa original.

Para todos os testes, os resultados obtidos foram submetidos a um teste de
normalidade, e posteriormente submetidos ao teste estatistico paramétrico ANOVA e

ao teste de comparagdes multiplas de Tukey, com 5% de significancia.
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Resultados
Radiopacidade

A maior radiopacidade foi apresentada pelo grupo do MTA com agua, sendo
estatisticamente igual quando comparado aos grupos de CP/ZrO, ¢ MTA/NPsAg, ¢ a
menor radiopacidade foi apresentado pelo grupo de CP/ZrO,/NPsAg, conforme tabela
4.

Tabela 4. Valores médios (mm Al) e desvio-padrao dos diferentes

cimentos referentes a radiopacidade

Grupos MTA CP/ZrO, MTA/NPsAg CP/ZrO,/

NPsAg

Radiopacidade (mm Al) 4,841° 4,749° 4,464 4,195
Desvio Padrio (+0,2624) (£ 0,2814) (£ 0,3478) (£ 0,3503)

Letras iguais indicam semelhanga estatistica (p>0,05).
Tempo de presa

O menor tempo de presa inicial e final foi apresentado pelo grupo de
MTA/NPsAg sendo estatisticamente diferentes aos demais grupos, e o maior tempo foi

apresentado pelo grupo de CP/ZrO,/NPsAg, conforme tabela 5.

Tabela 5. Valores médios (minutos) e desvio-padrao dos diferentes cimentos para

tempo de presa inicial e final

Grupos MTA CP/ZrO, MTA/NPsAg CP/ ZrO,/NPsAg
Tempo de Presa Inicial 25,17° 43,17° 21,67° 90,67°
Desvio Padréo (+2,639) (+2,401) (+1,033) (+ 1,862)
Tempo de Presa Final 171°¢ 150,3° 134,8° 191,7°
Desvio Padrao (+ 1,789) (+ 1,751) (+ 1,722) (+ 1,751)

Letras iguais na mesma linha indicam semelhanca estatistica (p>0,05).
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Resisténcia 4 compressao

No teste de 24 horas e 21 dias, a adicdo de NPsAg ao CP/ZrO, aumentou a
resisténcia a compressao, sendo estatisticamente diferente quando comparado aos
outros grupos. MTA e o MTA/NPsAg foram estatisticamente semelhantes nos dois
periodos, conforme Tabela 6.

Tabela 6. Valores médios (MPa) e desvio-padriao dos diferentes cimentos

para resisténcia a compressao apos 24 horas e 21 dias

Grupos MTA CP/Z:10O, MTA/NPsAg CP/ZrOy/NPsAg
Resisténcia 24h 17,13 € 27,80° 1529 ° 34,84 °
Desvio Padréo (+3,123) (+5,117) (+2,611) (+ 5,460)
Resisténcia 21d 32,01°° 23,18° 34,36 56,46
Desvio Padrio (+6,003) (+2,289) (+5,271) (+9,611)

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

Nos periodos de 2 e 7 dias o grupo de MTA/NPsAg apresentou o maior pH,
sendo estatisticamente diferente quando comparado aos outros grupos, o grupo de
MTA com agua apresento o menor pH nos 2 periodos, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios (pH) e desvio-padrio dos diferentes cimentos
para pH apos 2 e 7 dias, 5 e 15 horas

Grupos MTA CP/ZrO, MTA/ NPsAg CP/ZrO,/ NPsAg
5 horas 10.79°¢ 11,21° 11,15° 10.96°
2 Dias Desvio Padrio (+ 0,08790) (+0,1329) (+ 0,06736) (+ 0,09994)
15 horas 10,99 11,31° 11,47° 11,27°
Desvio Padrio (+ 0,07739) (+ 0,08990) (+ 0,08042) (+0,1032)
5 horas 10,83 ° 10,59 11,05° 10,73 °
7 Dias Desvio Padrio (+0,1638) (+0,1151) (+ 0,1886) (+ 0,2293)
15 horas 10,91 ¢ 10,90 11,40° 11,13°
Desvio Padrio (+0,1641) (+ 0,08923) (+0,1454) (+0,1726)

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

No periodo de 2 e 7 dias os grupos de MTA/NPsAg e CP/ZrO,/NPsAg
apresentaram a menor solubilidade sendo estatisticamente semelhantes entre si, e a
maior solubilidade foi apresentado pelos grupos de MTA e CP/ZrO,, conforme Tabela

3.

Tabela 3. Valores médios (%) e desvio-padriao da perda de massa dos diferentes
cimentos para solubilidade nos periodos de 2 e 7, apés 15 horas de imersao

Grupos MTA CP/ZrO, MTA/ NPsAg CP/ZrO,/ NPsAg
Solubilidade 2 Dias 3,675° 3,551° 1,855 1,264
Desvio Padrio (+0,8546) (+0,5959) (+0,6308) (+ 0,4090)
Solubilidade 7 Dias 5,036° 5,692° 2,389° 1,531°
Desvio Padrio (+2,786) (+ 1,367) (+0,3914) (+ 0,6695)

Letras iguais na mesma linha indicam semelhanga estatistica (p>0,05).
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Discussao

Viarios estudos buscam a melhora da agdo antimicrobiana e das propriedades
fisico-quimicas do MTA pela adi¢do de substancias como a clorexidina em diferentes
concentragdes (Mittag et al. 2012), e hipoclorito de sédio (NaOCl) (Kogan et al. 2006).
No entanto, a adi¢do destes elementos pode afetar as propriedades fisico-quimicas e
mecanicas do material (Kogan et al. 2006).

O MTA apresenta na composi¢do 6xido de bismuto (Bi,Os) adicionado para
promover radiopacidade (Al-Hezaimi et al. 2009). Dentre os radiopacificadores
alternativos para 0 MTA destaca-se o 6xido de zirconio (Gomes Cornelio et al. 2011).
No presente estudo, a adicdo de NPsAg ao MTA e CP nao promoveu aumento da
radiopacidade. Mas, todos os materiais apresentaram radiopacidade adequada de acordo
com a norma ISO 6876 que indica que os materiais endodonticos devem apresentar
radiopacidade superior a 3 mm de aluminio.

Uma desvantagem do MTA ¢ o longo tempo de presa, que pode promover
maior solubilidade do cimento (Lee et al. 2004). Os tempos de presa inicial e final do
MTA de 25 min e 171 min respectivamente estdo de acordo com estudos anteriores
(Torabinejad et al. 1995, Chng et al. 2005).

No presente estudo, 0 MTA/NPsAg apresentou menor tempo de presa quando
comparado aos demais grupos, o que pode representar uma vantagem da associacao.
Uma possivel explicagdo seria a capacidade de penetragdo das nanoparticulas de prata
(5-10nm) nos poros do cimento acelerando a hidratagdo dos silicatos e reduzindo o
tempo de presa (Popovich 1979, Ramachandran. 1984). O MTA Angelus nao apresenta
sulfato de calcio em sua composicdo, o que resulta em menor tempo de presa (Oliveira

et al. 2007). Para o grupo de CP/ZrO; ocorreu aumento do tempo de presa do material
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quando associado as nanoparticulas de prata. Também tem sido demonstrado que a
adi¢do de agentes radiopacificadores aumenta o tempo de presa dos materiais por
interferirem no mecanismo de hidratagao do CP, retardando a formag¢dao de uma matriz
(Camilleri 2010).

O MTA e o CP sao ricos em 6xido de célcio, que em contato com tecidos ou
agua se transformam em hidroxido de calcio. A sua dissociagdo em fons hidroxila e
ions calcio resultado em aumento de pH ¢ liberag@o de ions calcio (Duarte et al. 2003).
O pH alcalino e a liberacdo de ions célcio estdo relacionados com a bioatividade do
MTA (Gandolfi et al. 2010). Camilleri et al. (2011) demonstram que a hidratacdo do
CP acrescido de 30% de ZrO, resulta em aumento do pH e liberag¢do de ions célcio. Os
quatro materiais exibiram um pH alcalino, concordando com outros estudos (Duarte et
al. 2003, Santos et al. 2005) que reportam pH de 10-12.

Solubilidade ¢ wum fator importante para materiais retro-obturadores
(Torabinejad et al. 1995). MTA e CP/ZrO, apresentaram resultados similares quanto a
solubilidade concordando com Camilleri et al. (2011). O MTA/NPsAg e
CP/ZrO,/NPsAg apresentaram menor solubilidade em relagdo aos demais grupos. Este
fato pode estar relacionado a formacao de matriz porosa quando o MTA ¢ manipulado
com agua (Fridland & Rosado 2003). Quando manipulado com a solucdo de
nanoparticulas, menor porosidade pode ter ocorrido em funcdo da penetragdo das
nanoparticulas de prata (de Moura et al. 2013), sugerindo que as nanoparticulas de
prata tiveram uma interferéncia positiva no processo de hidratacio dos cimentos,
diminuindo a porosidade e consequentemente a solubilidade. Ainda, a incorporacao de

Zr0O, proporciona menor solubilidade para o material (Weckwerth et al. 2012).
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Varios fatores afetam os testes mecanicos do CP (Camilleri et al. 2006). Estes
fatores incluem a propor¢do agua/cimento, a forma e tamanho do corpo-de-prova e
preparo final do espécime. A proporg¢do agua/liquido ¢ um dos pardmetros que afetam a
dureza do CP (Fridland & Rosado 2003). A quantidade de solucdo utilizada para o
MTA/NPsAg foi maior do que a utilizada para o material sem prata conforme a Tabela
2. Contudo, o material apresentou menor solubilidade do que relatado por Friedland &
Rosado (2003) que reportam maior solubilidade e porosidade quando o material ¢
manipulado com mais liquido.

Os valores de resisténcia a compressao ndo sdo criticos para os materiais retro-
obturadores, ja que eles ndo sdo submetidos a grandes cargas oclusais (Abdullah et al.
2002). O aumento da resisténcia com o passar do tempo indica que o material continua
a reac¢ao de presa ¢ aumentando a sua resisténcia e estabilidade (Islam et al. 2006). A
resisténcia a compressao do MTA ¢ afetada por varios fatores entre eles o tipo de MTA
(Islam et al. 2006) e a solugao utilizada (Holt et al. 2007).

A resisténcia a compressdao apresentada pelo MTA foi menor do que as
apresentadas pelo CP/ZrO, as 24 horas e maior aos 21 dias concordando com Islam et
al. (2006). MTA/Agua e MTA/NPsAg apresentaram resisténcia a compressdo similar.
No entanto, a resisténcia a compressdao foi maior para o CP/ZrO,/NPsAg,
possivelmente pela menor porosidade do material quando manipulado em solugdo de
nanoparticulas (de Moura et al. 2013). A menor quantidade de solugdo de prata
necessaria para manipulacio do CP/ZrO2/NPsAg também pode contribuir com a

menor solubilidade, porosidade e resisténcia (Fridland & Rosado 2003).
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De todas as associacdes testadas neste experimento os melhores resultados
foram apresentados pelo grupo de MTA/NPsAg, ja que apresentou os maiores valores
de pH, reducdo significante de solubilidade, radiopacidade adequada, tempo de presa
menor e uma resisténcia a compressao aceitavel para um material retro-obturador.

A associagao CP/ZrO,/NPsAg apresentou um pH alcalino variando de 10,73 a
11,27, radiopacidade adequada, baixa solubilidade, uma alta resisténcia a compressao
quando comparado ao grupo de MTA/Agua. A tnica desvantagem foi o aumento no
tempo de presa. A adi¢do de aceleradores de presa pode ser sugerida para melhora desta

propriedade.
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Conclusao
A associagdo de nanoparticulas de prata com MTA e CP/ZrO, favorece as
propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos materiais. Estudos adicionais de

biocompatibilidade e atividade antimicrobiana sdo necessarios.
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3 CAPITULO 2

EFEITO DA ADICAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA NA
PROPRIEDADE ANTIMICROBIANA DO MTA E CIMENTO PORTLAND
ASSOCIADO AO OXIDO DE ZIRCONIO.*

* Artigo sera submetido para publica¢do no periddico International Endodontic Journal
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Resumo

Objetivo: O presente estudo visa avaliar as propriedades antimicrobianas do MTA e da
associacdo CP/ZrO; manipulados com 4gua destilada ou com solu¢do de NPsAg:
Metodologia: Os materiais avaliados foram: G1 — MTA Branco (Angelus); G2 —
CP/ZrO,; G3 - MTA + NPsAg; G4 — CP/ZrO, + NPsAg. A avaliacdo antimicrobiana
foi realizada por meio de testes de contato direto sobre células planctonicas e sobre
biofilme de Enterococcus faecalis induzido por 15 dias sobre dentina bovina. A
avaliacdo sobre células planctonicas foi realizada utilizando o cimento fresco e o tempo
de contato de 5 e 15 horas. A turbidez do meio foi analisada em espectrofotometro
(DOgpo). O teste sobre biofilme foi realizado apds tempo de presa de 2 dias e contato
com o biofilme por 5 e 15h, utilizando técnica de plaqueamento e contagem de unidade
formadora de colonias (UFC/mL). Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA
e Tukey com 5% de significancia.

Resultados: Na avaliagdo do cimento fresco nos periodos de 5 ¢ 15h de contato, todos
os grupos apresentaram diferenca significante em relagdo ao controle com excecao do
grupo de MTA/Agua no periodo de 5 h. Na avaliagdo antibiofilme, todos os materiais
demonstraram agdo contra biofilme de E. faecalis, com exce¢do do grupo de
MTA/Agua no periodo de 5 horas. Maior agio antibiofilme foi observada para os
materiais com NPsAg apos 15h de contato.

Conclusio: A incorporacao de NPsAg ao CP e MTA promove aumento da atividade
antibacteriana e antibiofilme dos cimentos de silicato de célcio.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, MTA, Enterococcus faecalis, biofilme,

contato direto.
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Introducio

O material ideal para selamento de perfuragcdes e obturagdo retrograda deve
apresentar radiopacidade, acdo bactericida ou bacteriostdtica, promover selamento e
estabilidade dimensional, ¢ ser biocompativel (Torabinejad et al. 1995, Torabinejad &
Chivian 1999). Dentre os materiais atualmente utilizados destaca-se o Mineral Triéxido
Agregado (MTA), desenvolvido na Universidade de Loma Linda (Califérnia, USA) por
Torabinejad et al. (1993) (Coomaraswamy et al. 2007).

MTA ¢ um cimento a base de silicato de calcio composto de particulas
hidrofilicas que na presen¢a de umidade resulta em um gel coloidal que se converte em
estrutura solida (Schwartz et al. 1999). O cimento Portland (CP) composto por silicato
dicalcico, silicato tricalcico, aluminato tricalcico e aluminoferrite tetracalcico é o
principal componente do MTA (Torabinejad et al. 1995). O 6xido de bismuto promove
radiopacidade ao MTA, mas causa mudangas nas propriedades fisico-quimicas e
mecanicas do cimento (Coomaraswamy et al. 2007). O 6xido de zirconio (ZrO;) tem
sido indicado como radiopacificador alternativo, visando aperfeicoar as propriedades
fisico-quimicas e biologicas do MTA (Camilleri et al. 2011, Gomes Cornelio et al.
2011).

O MTA apresenta mecanismo similar ao do hidroxido de célcio na
propriedade antimicrobiana (Torabinejad et al. 1995). No entanto, Torabinejad et al.
(1995), observaram que o MTA foi efetivo contra alguns micro-organismos
facultativos, mas no contra outras cepas bacterianas, incluindo Enterococcus faecalis.
Estrela et al. (2000) também ndo detectaram nenhum efeito inibidor do MTA sobre E.
faecalis. A prata (Ag) tem sido incorporada a varios materiais dentais como resinas

acrilicas (Acosta-Torres et al. 2012) e adesivos ortodonticos (Ahn et al. 2009), visando
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melhorar as propriedades antibacterianas e antifungicas dos materiais, e apresenta bons
resultados.

Nas ultimas décadas, a nanotecnologia tem sido incorporada a varias
aplicacdes biomédicas (Khan et al. 2013). As nanoparticulas de prata (NPsAg) sdo
reconhecidas como agentes antimicrobianos (Rai et al. 2009). NPsAg sdo reportadas
como sendo nao toxicas aos seres humanos e sdo efetivas sobre cepas bacterianas, virus
e outros micro-organismos eucaridticos a baixas concentragdes e sem efeitos
secundarios (Jeong SH 2005).

Diferentes concentragdes de NPsAg adicionadas a resina dentaria
demonstraram efeito antimicrobiano (Monteiro et al. 2012). Uma resina acrilica
dentaria modificada em associagdo com NPsAg demonstrou propriedades antifungicas
(Nam et al. 2012). A prata tem sido incorporada em materiais dentais como cimentos
de ionomero de vidro melhorando suas propriedades antibacterianas (Swift 1986).

Samiei et al. (2013) avaliaram a propriedade antimicrobiana do MTA Angelus
misturado com 1% de nanoparticulas de prata, sobre Enterococcus faecallis,
Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans por meio do teste
de difusdo em agar, e os resultados mostraram que a adicao de nanoparticulas de prata
ao MTA melhorou a sua atividade antibacteriana.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana sobre células
planctonicas e antibiofilme de Enterococcus faecalis partir da adigao de solugdo de

nanoparticulas de prata (NPsAg) ao cimento Portland (CP) e MTA.
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Material e métodos

Para este estudo, foram utilizados dois métodos de analise antimicrobiana:
Teste de contato direto sobre células planctonicas e teste de contato direto sobre
biofilme induzido in vitro por 15 dias. A cepa selecionada para este estudo foi
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Os grupos experimentais estdo descritos na

Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais, procedéncia, e propor¢ao po-liquido empregada.

Proporgao
Grupo Material Po (g)/
Liquido (
pl)
1. MTA/Agua MTA Angelus (MTA) + Agua 1/330

destilada

2. CP/ZrOy/Agua CP 70% +ZrO; 30% + Agua Destilada 1/330

3. MTA/NPsAg  MTA + NPsAg (53 mg/L) 1/440

4. CP/ZrOy/NPsA PC 70% + ZrO, 30% + NPsAg (53
g mg/L) 1/330

MTA: Angelus Solugdes Odontoldgicas, Londrina, Brasil

CP: Cimento Portland: CP - CPB-40 estrutural Votoran, Votorantin cimentos, Camargo
Correa Cimentos S.A., Pedro Leopoldo, MG)

Zr0,: Oxido de Zirconio: Sigma AldrichCorp. St. Louis, MO, Estados Unidos da
América

NPsAg: Instituto de Fisica de Sao Carlos-USP
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Contato direto sobre bactéria na forma planctonica

O teste de contato direto foi baseado na metodologia de Baer et al. (Baer &
Maki 2010). Apos manipulacdo dos materiais experimentais, eles foram inseridos de
forma padronizada em pocos de uma microplaca de 96 pogos. Em seguida foram
depositados sobre os cimentos 10uL de suspensdo de E.faecalis em cultura padronizada
em espectrofotdmetro com DOg igual a 0,2. Para cada material foram utilizados 6
pogos. Um grupo controle positivo foi realizado somente o indculo sem material. Dois
controles negativos foram realizados, um com material e meio de cultura estéril e outro
somente com meio de cultura estéril e sem material.

As placas foram mantidas em fluxo laminar por 30 min para secagem do
indculo. Em seguida foram adicionados 250 pL. de meio BHI em cada pogo e as placas
foram incubadas a 37 °C em microaerofilia durante os periodos experimentais de
contato de 5 e 15 horas.

Ap6s o periodo de contato, uma aliquota de 10 pL foi tirada de cada poco e
levada para uma nova placa (placa de leitura) com 250 pL. de meio BHI. A placa de
leitura foi incubada 37 °C em microaerofilia por 5 horas, tempo baseado na curva de
crescimento de E. faecalis, observada previamente. Ao final, as placas foram lidas em
espectrofotometro (DOgpo) (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil) para
obtencao do valor de turbidez do meio.

Aos dados foi aplicada a seguinte férmula:

Ab fina= Ab (material com indculo) - Média Ab (material sem inoculo).Os
valores de Abgpy, foram analisados e foi aplicado o teste de andlise de varidncia

(ANOVA) e comparacdo entre os grupos utilizando o teste de Tukey, com p< 0,05.
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Atividade Antibiofilme

O teste de atividade antibiofilme por contato direto foi realizado segundo
Faria-Junior et al. (2013) . Blocos de dentina bovina com dimensdes de 5 mm x 5 mm x
0,7 mm (largura x comprimento x altura) foram obtidos a partir de incisivos centrais
bovinos, colocados em tubo de ensaio contendo agua destilada para esterilizagdo em
autoclave a 121°C por 20 min.

O biofilme foi desenvolvido a partir da inoculacdo de uma suspensdo a
1x10*UFCmL™" de E. faecalis (ATCC 29212) sobre os blocos de dentina, utilizando
placa de cultura celular de 24 pogos por um periodo de 14 dias. Foram utilizados 1,8mL
de meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI-Difco) e 0,2mL da suspensao bacteriana.
As placas foram incubadas em microaerofilia com agitacdo orbital a 37°C. Trocas do
meio de cultura esterilizado foram realizadas a cada 2 dias para suprir as necessidades
nutricionais do biofilme. A presenca de biofilme nos blocos de dentina apds 14 dias
foram constatadas macroscopicamente.

Os corpos-de-prova dos materiais foram confeccionados a partir de uma matriz
com diametro interno de 5 mm. Os espécimes foram mantidos em estufa a 37°C até o
momento o experimento. Os cimentos foram analisados apos 2 dias da manipulagao.
Apbs este periodo, o corpo-de-prova de cada material foi removido da matriz,
esterilizado em luz ultravioleta por 30 minutos de cada lado e colocados sobre um dos
blocos de dentina contendo o biofilme, lavados previamente em solucdo salina para
remo¢do de bactérias planctonicas. O método de esterilizagdo foi validado
anteriormente por meio de teste de esterilidade.

Foram utilizados 6 corpos-de-prova para cada tempo de contato e para cada

material. O corpo-de-prova foi colocado em contato com o biofilme induzido durante



44

5h e 15h em placa de cultura de 24 pogos em presenga de umidade. Foi incluido um
grupo controle onde o biofilme nio entrou em contato com nenhum material servindo
de comparagdo para os resultados.

Decorridos os periodos de contato, os corpos-de-prova foram removidos e os
blocos de dentina com o biofilme remanescente foram enxaguados em salina e
individualmente colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de solugdo salina estéril
e 2 pérolas de vidro e agitados em vortex (model Q220, Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda., Diadema, SP, Brazil) por 1 minuto para suspensdo dos micro-organismos
remanescentes. Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal seriada da amostra. Ao
final das dilui¢des, aliquotas de 20 pL de cada uma das suspensdes foram distribuidas
em triplicata sobre placas de Petri contendo o meio de cultura seletivo para E. faecalis ,
m-Enterococcus agar (Difco Laboratories — Becton Dickinsonand Company - USA) e
incubadas a 37 °C por 48h.

A leitura dos resultados resultou da média do nimero de UFCmL™ das
triplicatas com contagem ente 5 ¢ 50 UFC. A partir dessas médias foi calculado o
numero de UFCmL™"' apos cada um dos tempos de contato entre os discos de cimentos
obturadores e o biofilme desenvolvido nos blocos de dentina. Os dados foram
submetidos a transformacao logaritmica e submetidos aos testes ANOVA e Tukey com

5% de significancia.
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Resultados

Atividade antimicrobiana por contato direto com células planctonicas de
E.faecalis

Os resultados demonstraram que os grupos CP/ZrO2 e CP/ZrO2/NPsAg
apresentaram maior reducdo bacteriana (p<0,05) em relacdao aos demais grupos apos 5
horas de contato. MTA/NPsAg apresentou maior redugdo bacteriana que MTA/agua,
que foi similar ao controle (p>0,05). No periodo de 15 horas todos os grupos

apresentaram reducdo significante de E. faecalis quando comparados ao controle

(Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios (nm) e desvio padrdo da turbidez do meio observada para

cada material.

Grupos MTA CP/ZrO, MTA/NPsAg  CP/ ZrO,/ NPsAg Controle

5 horas 0.5933 ™ 0.1020° 0.4060 ° 0.1950 ° 0.7870
Desvio Padrio  (+0.1534)  (+0.04316) (+0.3118) (+0.1366) (+0.08838)

15 horas 0.06703 * 0.0726 ° 0.06712° 0.07617 0.3905 °
Desvio Padrio  (+0.007336)  (+0.05277)  (+0.06973) (+0.08304) (+0.04867)

Letras iguais na mesma linha indicam semelhanca estatistica (p>0,05).
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Contato direto sobre biofilme de E.faecalis

A Tabela 3 mostra a média dos valores de UFCmL™" transformados em log',
apds 5 e 15 horas de contato com os biofilmes. No periodo de 5 horas MTA/agua foi
semelhante ao grupo controle, ¢ redugdao de microrganismos foi observada para os
demais materiais em relacdo ao controle (p<0,05). No periodo de 15 horas todos os
grupos apresentaram diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo
controle, com maior redu¢do bacteriana para MTA/NPsAg e CP/ZrO,/NPsAg. O
biofilme ndo foi eliminado completamente por nenhum dos materiais, em nenhum dos

periodos de contato (Tabela3).

Tabela 3. Valores médios (UFC/mL) e desvio-padrdao dos diferentes cimentos
para a atividade antibiofilme apos 2 dias de presa, 5 e 15 horas de contato com

biofilme.

Grupos MTA CP/ZrO, MTA/NPsAg CP/ZrO,/ Controle
NPsAg
5 horas 6,451 6,391 ° 5,921 ° 5,777 7,110°

2 Desvio Padrio (+0,4573) (+0,3679) (+0,5776) (+0,1859) (+0,3594)
Dias

15 horas 6,576 ° 6,712° 5,069 2 5,614° 7,730 ¢

Desvio Padrio  (+0,5908)  (+0,2284)  (+03121)  (+0,3282) (+ 0,8958)

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

O presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana de cimentos por meio de
dois métodos, o contato direto sobre células planctonicas e o contato direto sobre
biofilme de E. faecalis. E. faecalis ¢ uma espécie bacteriana prevalente em casos de
fracasso endodontico (Stuart et al. 2006). Um dos fatores responsaveis pela resisténcia
do E. faecalis é sua habilidade de sobreviver em ambientes alcalinos (Evans et al.
2002) e formar biofilme (Kristich et al. 2004).

O teste de difusdo em agar ¢ um método antibacteriano simples e de menor
custo (Jorgensen & Ferraro 2009, Salem-Milani et al. 2013). Porém este método tem
desvantagens como a influéncia da caracteristica de difusdo do material, que ¢ afetada
pela concentracdo, peso molecular e a solubilidade dos agentes antimicrobianos
(Siqueira et al. 2000, Gomes et al. 2004, Yasuda et al. 2008). O teste de contato direto
permite contato direto entre micro-organismo e material avaliado, e ndo depende das
propriedades de difusao do material e do meio (Gomes et al. 2004).

O insucesso endodontico ¢ relacionado a persisténcia de micro-organismos
organizados na forma de biofilme microbiano (Faria-Junior et al. 2013), sendo
importante a avaliagdo da atividade antimicrobiana sobre esta forma de organizagao.
Assim, a metodologia descrita por Faria-Junior et al. (2013) permite avaliar materiais
pelo teste de contato direto sobre micro-organismos organizados em biofilme,
aproximando resultados da situagdo clinica endoddntica (Socransky & Haffajee 2002).
Um dos fatores que afetam a resisténcia do biofilme esta relacionado ao seu periodo de
desenvolvimento (Norrington et al. 2008). Biofilmes incubados por periodos curtos de

tempo sdo pouco estruturados e podem ndo mostrar a resisténcia de um biofilme
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maduro. O biofilme do presente estudo foi desenvolvido por um periodo de 14 dias,
sendo considerado maduro segundo Guerreiro-Tanomaru et al. (2013) .

Estudos sobre a atividade antibacteriana do MTA ¢ CP contra E. faecalis
mostram diferentes resultados. Torabinejad et al. (1995), observaram que o MTA foi
efetivo contra alguns micro-organismos facultativos, mas nido contra o E. faecalis.
Zarrabi et al. (Hasan Zarrabi et al. 2009) empregando teste de difusdo em agar,
avaliaram a propriedade antibacteriana do MTA e CP e mostraram que os cimentos
apresentaram uma efetiva a¢ao antibacteriana contra diversas bactérias com excecao de
E. faecalis. Por outro lado, Tanomaru Filho et al (2007) avaliaram o CP ¢ o MTA
branco por meio de difusdo em agar e demonstraram que os 2 materiais produziram
zonas de inibigdo contra E. faecalis. Ainda, Stowe et al. (Stowe et al. 2004) avaliaram
as propriedades antibacterianas do MTA e demostraram inibi¢do do crescimento de E.
faecalis e Streptococcus sanguis. Os diferentes resultados podem estar relacionados as
diferengas entre metodologias, tipos de cepas bacterianas, periodos de contato,
concentracdes, meios de culturas e tipo do MTA avaliados.

Os resultados do teste de contato com células planctonicas demonstraram que
CP/ZrO, e CP/ZrO,/NPsAg apresentaram maior reducdo bacteriana no tempo de 5
horas e todos os grupos mostraram reducao de E. faecalis quando comparados ao grupo
controle no periodo de 15 horas. Os resultados concordam com Lovato & Sedgley
(2011) que por meio de teste de contato direto observaram eficacia antibacteriana do
MTA contra cepas de E. faecalis. Asgary & Kamrani (2008) demonstraram atividade
antibacteriana contra E. faecalis do MTA fresco por meio de difusdo em agar. A

eficicia antibacteriana do MTA esta relacionada ao seu elevado pH, apresentando um
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pH inicial de 10.2, e de 12.5 em 3 horas (Torabinejad et al. 1995), que pode inibir a
maioria dos micro-organismos, incluindo bactérias resistentes como E. faecalis.

No presente estudo foram utilizadas Nanoparticulas de prata sintetizadas pela
reducdo de nitrato de prata (AgNO3) com o polimero poli vinil dlcool (PVA) como
estabilizante quimico, sendo as particulas obtidas de 5-10nm de tamanho. O efeito
bactericida das nanoparticulas de prata depende do seu tamanho (Morones et al. 2005),
sendo que as nanoparticulas menores do que 10 nm demonstram interagdo com a
bactéria.

Apds 5 horas de contato com biofilme todos os materiais exceto MTA/agua
promoveram reducdo de microrganismos, o que ocorreu para todos os materiais apds o
periodo de 15 horas, com uma maior redugdo bacteriana para os grupos de
MTA/NPsAg e CP/ZrO,/NPsAg. O biofilme ndo foi eliminado completamente por
nenhum dos materiais, em nenhum dos periodos de contato.

As propriedades antibacterianas das nanoparticulas de prata tém sido
demonstradas sobre bactérias em forma planctonica e biofilme. Kalishwaralal et al.
(2010) reportaram que as nanoparticulas de prata tém a habilidade de bloquear a sintese
de polissacarideos extracelulares, e seu efeito pode ocorrer pelos canais de
comunicacdo existentes dentro do biofilme que estdo presentes para o transporte de
nutrientes, NPsAg podem se difundir diretamente n camada de polissacarideos através
dos poros e assim exercer uma fun¢do antimicrobiana.

Os materiais manipulados com solucdo de NPsAg proporcionaram maior
reducdo bacteriana sobre o biofilme de E. faecalis. Resultados similares foram
observados por Wu et al (2014) que utilizaram um gel de Nanoparticulas de prata

(0.02% y 0.01%) sobre biofilme de E. faecallis por 7 dias, e concluiram que as
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nanoparticulas de prata afetaram a integridade estrutural do biofilme e mostraram
potencial para elimind-lo. Samiei et al. 2013 demonstraram num teste de difusdo em
agar que a adi¢do de nanoparticulas de prata a 1% ao MTA melhorou a suas
propriedades antibacterianas contra E. faecalis, C. albicans, e P. aeruginosa.

Uma hipotese para estes resultados pode ser devido as nanoparticulas serem
menores do que 10 nm e interagirem diretamente com a bactéria (Morones et al. 2005),
j4 que as nanoparticulas de prata tem carga positiva e interagem com a membrana
celular bacteriana que por serem ricas em fosfolipidios 4cidos com carga negativa (Kim
et al. 2007; Lee et al. 2013). A partir da aderéncia das nanoparticulas a membrana
bacteriana, permeabilidade seria afetada (Morones et al. 2005) facilitando um maior
contato entre os componentes internos da bactéria com os ions liberados pelo MTA e

CP.

Conclusao

A incorporagdo de NPsAg ao MTA e CP aumentou a efetividade dos
materiais a base de silicato de cdlcio tanto sobre células planctonicas quanto sobre

biofilmes de E.faecalis.
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4 DISCUSSAO

O Mineral Triéxido Agregado (MTA) foi desenvolvido por Torabinejad, em
1995 para selar a comunicacdo entre o dente ¢ o meio externo (Torabinejad et al.®’,
1993). E amplamente utilizado em casos de rizogénese incompleta (Felippe et al."”,
2006) e em obturagdes retrogradas (Torabinejad et al.*®, 1995). O material retro-
obturador ideal deve apresentar propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas especificas
como radiopacidade, estabilidade quimica, acdo antibacteriana e biocompatibilidade
(Torabinejad et al.’’, 1995).

O MTA ¢ composto principalmente por silicato dicalcico e silicato tricalcico
(Camilleri et al.'’, 2005), que sdo também os principais componentes do Cimento
Portland. O MTA e CP apresentam grande similaridade em quanto a sua composicao,
acdo antimicrobiana e propriedades biologicas (Holland et al.>!, 2001).

O MTA apresenta varias aplicagdes clinicas, porém apresenta grandes
desvantagens como longo tempo de presa, dificuldade de manipulagdo e limitada acao
antimicrobiana (Camilleri’ 2009).

Um material retro-obturador deve ser radiopaco para permitir a sua
visualizacio radiografica (Islam et al.®, 2006). O o6xido de Bismuto é o
radiopacificador presente no MTA (Hungaro Duarte et al.*, 2009). No entanto
Camilleri® (2011) observou que a adi¢do do 6xido de bismuto ao MTA afeta as
propriedades do material. O Oxido de Zirconio (ZrO,) tem sido proposto como
radiopacificador alternativo (Hungaro Duarte et al.”>, 2009), e tem demonstrado que a
associagdo com CP apresenta radiopacidade maior do que 3 mm Al (Camilleri et al.’,
2011). No presente estudo todos os materiais apresentaram radiopacidade maior do que

4 mm Al cumprindo com a norma ISO 6876,
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Tem sido demonstrado na literatura que as NPsAg diminuem a solubilidade
dos materiais (Chladek et al.'’, 2012). No presente estudo o G3 e G4 demonstraram
uma diminui¢do significante na solubilidade quando comparado com os outros grupos,
com uma menor percentagem de solubilidade para o G4. Os resultados contrastam com
Fridland, Rosado'® (2003), os quais mostraram que a solubilidade aumenta
significantemente com o aumento da propor¢ao po-agua.

Quando manipulado com a solu¢do de nanoparticulas, menor porosidade pode
ter ocorrido em fungio da penetragio das nanoparticulas de prata (de Moura et al.”,
2013), sugerindo que as nanoparticulas de prata tiveram uma interferéncia positiva no
processo de hidratagdo dos cimentos, diminuindo a porosidade e consequentemente a
solubilidade. Ainda, a incorporagdo de ZrQO, proporciona menor solubilidade para o
material (Weckwerth et al.*’, 2012).

O teste de resisténcia 4 compressdo, exceto para o grupo CP/ZrO,, demonstrou que

todos os materiais tiveram um aumento no valor de resisténcia a compressao de 24 horas a 21

1.23

dias. Segundo Islam et al.” (2006), isto ¢ devido ao continuo endurecimento dos materiais, o

que resulta num aumento de resisténcia e estabilidade com o decorrer do tempo. No periodo de
21 dias os grupos MTA/NPsAg e CP/ZrO,/NPsAg demonstraram um aumento na resisténcia a
compressdo quando comparado aos grupos MTA/Agua e CP/ZrO,. Uma possivel explica¢do
¢ que existe certo grau de porosidade nos materiais apés manipulacao pd-liquido. A
porosidade ocorre devido a incorporagdo de bolhas de ar microscopicas durante a
mistura (Torabinejad et al.*®, 1995) quando o material é manipulado com solugdo de
NPsAg pode existir menor porosidade (de Moura et al."’, 2013). O aumento da
porosidade induz maiores indices de degradagdo do material (Coomaraswamy et al.'?,

2007) afetando a sua resisténcia a compressao.
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Quando o MTA e CP sdo misturados com agua se produz Hidréxido de Calcio,
que libera fons calcio e fons hidroxila o que eleva o pH dos materiais (Duarte et al.',
2007), estimulando a mineralizagdo no processo de reparagdo de tecidos, aumentando
também a sua biocompatibilidade e propriedade antibacteriana (McHugh et al.?’, 2004).
Todos os grupos apresentaram um pH entre 10-12 concordando com os achados na
literatura (Asgary et al.’, 2008; Guerreiro-Tanomaru et al.'’, 2012), contrastando com

Torabinejad et al.*°

, (1995) que reporta valores de 12.0 para o MTA, a diferenga de
resultados pode ser devido a diferentes metodologias utilizadas. Os maiores valores de
pH foram apresentados pelo grupo de MTA/NPsAg em todos os periodos e pelo grupo
de CP/ZrO2 no periodo de 2 dias e 5 horas.

Com o avango da tecnologia de nanoparticulas de prata e incorporacdo aos
diversos materiais dentais, tem sido demonstrada melhora nas propriedades
antibacterianas e osteoindutivas (Liu et al.*>, 2012).

A concentragdo utilizada para este trabalho foi de (53 mg/L) e o tamanho da
particula foi de 5-10 nm. Tem sido demonstrado que particulas menores do que 10 nm
apresentam efeito antibacteriano (Morones et al.”’, 2005). As NPsAg interagem com
multiplos sitios da célula bacteriana, tais como a membrana celular, enzimas e
plasmideos, proporcionando simultaneamente as bactérias menor capacidade de gerar
resisténcia (Rai et al.””, 2012).

O grupo de CP/ZrO, demonstrou atividade antibacteriana em todos os
periodos, sendo estatisticamente diferente ao grupo controle concordando com estes
resultados, um estudo de Guerreiro-Tanomaru et al.'’, (2012), demonstrou por meio do

teste de difusdo em 4gar que a associagdo de CP/ZrO, apresentou atividade

antibacteriana contra o E. faecalis. E contrastando nossos resultados com os achados
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por Weckwerth et al.*’

(2012), onde a associag@o nao apresentou zonas de inibi¢ao no
teste de difusdo em 4gar para este microrganismo.

Na andlise antimicrobiana, nenhum cimento foi capaz de eliminar
completamente o biofilme de E. faecalis. No periodo de 2 dias de presa com 15 horas
de contato os cimentos experimentais MTA/NPsAg e CP/ZrO,/NPsAg apresentaram
diferenga estatistica quando comparados aos outros grupos, demonstrando resultados
similares aos apresentados por Samiei et al.’! (2013) onde a associacdo de NPsAg ao
MTA aumentou a atividade antibacteriana do material. E concordando também com um

estudo realizado por Wu et al.*!

(2014) onde as NPsAg apresentaram agdo
antibacteriana danificando significantemente a integridade estrutural do biofilme
mostrando maior redugdo bacteriana do que o Hidréxido de Célcio.

No teste em células planctonicas todos os materiais demonstraram reducao
bacteriana no periodo de 15 horas sem diferenca estatistica entre eles. Isto se deve ao
fato de que as bactérias em forma planctonica, sdo menos estruturadas e carecem de
uma matriz extracelular que incrementa a resisténcia da bactéria frente a agentes
antimicrobianos (Allaker et al.?, 2014).

Futuras pesquisas como bioactividade, citotoxicidade, testes in vivo, em

subcutaneo de ratos, viabilidade celular, sdo necessarios para mostrar a resposta

biologica diante de cimentos com nanoparticulas de prata.
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5 CONCLUSAO

A associagdo de CP com ZrO; e a adi¢cao de NPsAg proporciona propriedades
fisico-quimicas, mecanicas e antibacterianas adequadas, com potencial para uso
alternativo ao MTA. No entanto, futuros experimentos fazem-se necessarios para maior

elucidacao das propriedades biologicas e citotoxicas do cimento.
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