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Espir CG. Alteragdo volumétrica por analise microtomografica, solubilidade e
capacidade seladora bacteriana de diferentes materiais retro-obturadores
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os materiais retro-obturadores MTA, Cimento
Portland associado a 30% de 6xido de zircénio (CP/ZrO;) e 6xido de zinco e eugenol
(OZE). Para analise microtomografica da alteracdo volumétrica, cavidades
retrogradas foram confeccionadas em dentina bovina e preenchidas com os
materiais experimentais, sendo analisados pelo microtomografo Sky Scan 1176. A
avaliacao de solubilidade foi realizada de acordo com normas ISO 6876, por meio da
diferengca de massa inicial e apos 7 dias de imersdo em agua destilada. A analise da
capacidade seladora bacteriana foi realizada em dentes humanos extraidos.
Cavidades retrogradas confeccionadas foram preenchidas de acordo com os
materiais experimentais (n=12), além do controle positivo (n=8), sem preenchimento,
e controle negativo (n=8), com impermeabilizagdo em toda extensdo. As amostras
foram submetidas a infiltracdo utilizando cepas de Enteroccocus faecalis (ATCC
29212) em meio de cultura BHI, sendo observadas diariamente por 60 dias e a
infiltracdo avaliada pela turbidez do meio. Os dados foram submetidos aos testes
ANOVA e Tukey para solubilidade e alteragdo volumétrica, e Kruskall-Wallis e Dunn
para capacidade seladora bacteriana. Na analise de solubilidade, ndo houve
diferenga estatistica significante entre os grupos. A analise volumétrica demonstrou
maior diminuicdo de volume para o OZE. Também foi observada maior infiltragao
bacteriana para o OZE. Conclui-se que MTA e CP/ZrO, apresentam maior
capacidade seladora bacteriana, que pode estar relacionada a menor alteracao

volumétrica.



Palavras-chave: Endodontia, propriedades fisicas, materiais dentarios



Espir CG. Volumetric changes by microtomografic analyses, solubility and bacterial
sealing ability of different root-end filling materials [Dissertacdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

Abstract

The present study evaluated different properties of the root end sealers MTA,
Portland cement with de 30% zirconium oxide (PC/ZrO;) and zinc oxide and eugenol
(ZOE). To analyze the volumetric changes by computed microtomography, bovine
teeth were used in which the prepared cavities in dentine were filled according to the
materials and then analyzed by Sky Scan 1176. The solubility evaluation was in
accordance with ISO 6876 standards, from the difference of the original mass and
after 7 days of immersion in distilled water. For analysis of bacterial sealing capacity,
extracted human teeth were used. Retrograde cavities were filled according with
experimental materials (n=12), besides a positive control (n = 8), no fill, and a
negative control (n = 8), with waterproofing to the fullest extent. The samples were
subjected to infiltration using Enteroccocus faecalis strains (ATCC 29212) in BHI
culture, and observed daily for 60 days and infiltration evaluated by turbidity of the
medium. Data were submitted to ANOVA and Tukey tests for solubility and
volumetric change, and Kruskall-Wallis and Dunn for bacterial infiltration. In the
analysis of solubility, no statistically significant difference between groups. In the
analysis of solubility, no statistically significant difference between groups. Volumetric
analysis showed greater volumetric reduction for ZOE, as well as greater bacterial
infiltration. It was concluded that MTA and CP/ZrO2 have larger bacterial sealing

ability, which may be related to lower volumetric changes observed.

Key words: Endodontics, physical properties, dental materials
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1 INTRODUGAO

Um material retro-obturador ideal deve apresentar propriedades quimicas,
fisicas e biologicas adequadas. A radiopacidade deve ser maior que da dentina (ISO
6876 2°, 2001; Shah et al.?°, 1996), a solubilidade inferior a 3% (ADA 57, 2000), ndo
sendo irritante aos tecidos adjacentes (Bodrumlu?, 2008; Torabinejad, Pitt Ford,*
1996), favorecendo o processo de reparo dos tecidos (Holland et al.'”, 2002).

A radiopacidade de um material retro-obturador permite a sua diferenciagao
das estruturas adjacentes. Segundo Camilleri et al.° (2011), a diferenca na
radiopacidade ocorre devido ao uso de diferentes componentes radiopacos, 0s
radiopacificadores, sua concentracdo e proporgdes agua/cimento utilizadas,
podendo afetar a porosidade do cimento.

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) € um material a base de silicato de calcio
que apresenta radiopacidade, biocompatibilidade e capacidade de indug¢ao de reparo
por tecido mineralizado (Tanomaru-Filho et al.*?, 2006; Tanomaru et al.>*, 2008). O
oxido de bismuto (Bi2O3) presente na sua composicao como radiopacificador pode
prejudicar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do material (Camilleri* 2010).
Coomaraswamy et al.® (2007) avaliaram o efeito da adicdo de Bi,O; como
radiopacificador sobre as propriedades de um material endoddntico a base de
cimento Portland e demonstraram que o aumento de Bi O3 resultou em maior
deterioracdo da resisténcia mecanica e aumentou gradualmente a porosidade

relativa do material.

Na busca de radiopacificadores alternativos para o MTA, Bortoluzzi et al.®
(2009), demonstraram que o cimento Portland (CP) associado a radiopacificadores
como o0 Oxido de bismuto, iodoférmio, e Oxido de zircdnio apresentaram

radiopacidade aceitavel. Hungaro Duarte et al.'® (2009) também avaliaram a
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radiopacidade do cimento Portland associado ao 6xido de bismuto, 6xido de zinco,
oxido de chumbo, subnitrato de bismuto, carbonato de bismuto, sulfato de bario,
iodoférmio, tungstato de calcio e oOxido de zircdnio. Uma propor¢gdo de 20%
radiopacificador e 80% de cimento Portland branco, em peso, foi utilizado para a
analise. Todas as substancias apresentaram potencial para serem adicionados ao
cimento Portland como agentes radiopacificadores. No entanto, os autores
destacaram possivel interferéncia dos radiopacificadores com biocompatibilidade e
propriedades fisicas do cimento Portland.

A substituicdo do 6xido de bismuto por 30% de 6xido de zircénio promove
radiopacidade, resisténcia mecanica, liberacdo de calcio e aumento no pH, além de
menor citotoxicidade (Camilleri et al.’, 2011; Guerreiro-Tanomaru et al.’®, 2012,;
Massi et al.?®, 2011). Cutajar et al.® (2011), demonstraram que o Cimento Portland
com 30% de 6xido de zircénio manipulado na proporgao de 0,3 agua / cimento
apresentou radiopacidade, resisténcia a compressio e solubilidade comparavel ao

ProRoot MTA.

A avaliagdo da citotoxicidade do cimento Portland branco (CP) sozinho ou
associado ao oxido de bismuto (CPBI), 6xido de zircénio (CPZir) e tungstato de
calcio (CPCA) demonstrou que estes materiais ndo apresentam citotoxicidade e
foram sugeridos como alternativas para uso como agentes radiopacificadores

(Gomes-Cornélio et al."®, 2011).

Segundo especificagbes especificas, a solubilidade é calculada através de
amostras que sao mantidas em estufa por um periodo correspondente a trés vezes o
tempo de presa do material, e colocadas em 7,5 mL de agua deionizada em estufa
por 7 dias apos avaliacdo da massa. Apos este periodo, sdo secas e novamente

pesadas. A perda de massa de cada amostra expressa a porcentagem de
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solubilidade do cimento (Duarte et al.'", 2010; Marin-Bauza et al.?2, 2010). Porém, de
acordo com Parirokh, Torabinejad 2’ (2010), o teste de solubilidade padrdo definido
para estudos apresenta limitagbes que podem influenciar nos resultados, como a

absorgao de agua pelo cimento.

A microtomografia computadorizada (micro CT) representa importante
ferramenta para avaliagao de propriedades de materiais, apresentando caracteristica
nao destrutiva e tridimensional. Desta forma, tem sido usada para analise de
diversas propriedades, como alteragbes volumétricas de materiais, presenca de
falhas em obturacgdes, forma e limpeza do canal radicular, entre outras (Hammad et
al.’®, 2009; Metzger et al.?*, 2010; Somma et al.*" 2011). De Deus'® (2012) sugere
que a alta resolugao proporcionada pela microtomografia computadorizada pode ser
usada para andlise de materiais e técnicas em Endodontia, aperfeicoando a

validagao de experimentos.

Dessa forma, para analise da solubilidade por meio alternativo, Cavenago et
al.” (2013) propuseram o uso do Micro-CT, por meio da quantificacdo da alteragdo
volumétrica de amostras de MTA em obturagdes retrogradas. Cada espécime
utilizado (cavidade retrograda) foi escaneado utilizando SkyScan 1174 (SkyScan
1174v2; SkyScan, Kontich, Belgium). A fim de quantificar esta propriedade em dados
volumétricos, calculou-se o volume das amostras de MTA que foram perdidas

durante a imersao por um periodo de sete dias.

A estabilidade dimensional € uma propriedade avaliada segundo
especificacbes ANSI/ADA n°57, em corpos-de-prova de 6mm de diametro e 12mm
de altura. Estes permanecem imersos por 30 dias e a altura € mensurada antes e

apdés imersdo dos mesmos. Porém, devido a grande quantidade de material
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necessario para a confeccdo de moldes nestes padrbes, estudos sao propostos
como meios alternativos para esta andlise. Carvalho-Junior et al.® (2007)
propuseram amostras com dimensdes menores para esta analise, reduzindo o
material necessario para realizagdo deste experimento, o que nao afetou a acuracia
do método testado. Além disso, podemos sugerir uma analise mais precisa por meio

de alteragdes volumétricas dos materiais.

A infiltracdo bacteriana esta diretamente relacionada com os insucessos do
tratamento endodontico, podendo ser influenciada pelo material obturador utilizado
(Kangarlou et al.?", 2012; Pinheiro et al.?®, 2009; Shipper, Trope, 2004; Timpawat et
al.**, 2001). Oliveira et al.?® (2011) avaliaram a infiltracéo bacteriana apds obturago
de canais radiculares com cada um dos cimentos endodénticos: AH Plus, Sealer 26,
Epiphany SE, Sealapex, Active GP, Endofill, Endo CPM Sealer e MTA. A infiltragdo
bacteriana do E. faecalis foi avaliada diariamente pela turbidez do meio por um
periodo de 16 semanas e concluiram que todos os cimentos avaliados apresentaram

infiltracdo bacteriana.

A capacidade seladora de um material representa uma propriedade de grande
importancia em se tratando principalmente do controle desta infiltracdo de micro-
organismos e fluidos externos que levam ao insucesso da terapia endodéntica. Nair
et al.® (2011) avaliaram a capacidade seladora em retro-obturagdo comparando
EndoSequence com MTA branco por meio de infiltracao bacteriana com E. faecalis.
A microinfiltragdo foi avaliada por meio de contagem de unidades formadoras de
colénia. Nao foi observada diferenca entre os 2 materiais. Em contrapartida, ainda
comparando estes dois materiais em retrocavidades, inoculando E. faecalis,

Hirscheberg et al.’® (2013) concluiram que o grupo preenchido com EndoSequence
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apresentou infiltragdo bacteriana significativamente maior que o MTA por meio de

analise diaria de infiltracdo por 28 dias.

Torabinejad et al.® (1995) avaliaram o tempo necessario para penetragao
bacteriana do Staphylococcus epidermidis em 3mm de espessura dos materiais
amalgama, SuperEBA, IRM ou MTA, inseridos em retrocavidades preparadas. No
grupo em que se utilizou amalgama, o tempo para que ocorresse a penetragao das
bactérias foi maior comparado aos demais materiais. Yildirim et al.*® (2010)
avaliaram o efeito da espessura da cavidade e smear layer no selamento apical do
MTA como material retro-obturador, por meio de infiltracdo bacteriana de E. faecalis.
A infiltracdo bacteriana foi observada diariamente pelo periodo de 4 semanas.
Concluiram que a espessura da cavidade nao influencia a infiltragdo bacteriana,
além de mostrar que a remogao de smear layer pode ndo se fazer necessaria em
retro-cavidades seladas com MTA.

O presente estudo apresentou como hipoétese formulada que a adicdo de um
radiopacificador ndo altera as boas propriedades do cimento MTA. O objetivo foi
avaliar os cimentos retro-obturadores MTA, Portland acrescido de 30% de 6xido de
zirconio e cimento de Oxido de zinco e eugenol, analisando a solubilidade e a
infiltracao bacteriana por métodos convencionais e a alteragdo volumétrica por meio

de microtomografia computadorizada.
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2 CAPITULO 1

Alteracao volumétrica por analise microtomografica, solubilidade e
capacidade seladora bacteriana de diferentes materiais retro-

obturadores*

*Artigo sera submetido para publicagdo no periddico International Endodontics

Journal.
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Resumo

Objetivo: Avaliar os materiais retro-obturadores MTA, Cimento Portland associado a

30% de oxido de zirconio (CP/ZrO,) e 6xido de zinco e eugenol (OZE).

Material e métodos: Para analise microtomografica da alteragdo volumétrica,
cavidades retrogradas foram confeccionadas em dentina bovina e preenchidas com
os materiais experimentais, sendo analisados pelo microtomografo Sky Scan 1176.
A avaliagao de solubilidade foi realizada de acordo com normas ISO 6876, por meio
da diferenga de massa inicial e apds 7 dias de imersdo em agua destilada. A analise
da capacidade seladora bacteriana foi realizada em dentes humanos extraidos.
Cavidades retrogradas confeccionadas foram preenchidas de acordo com os
materiais experimentais (n=12), além do controle positivo (n=8), sem preenchimento,
e controle negativo (n=8), com impermeabilizagdo em toda extensdo. As amostras
foram submetidas a infiltracdo utilizando cepas de Enteroccocus faecalis (ATCC
29212) em meio de cultura BHI, sendo observadas diariamente por 60 dias e a
infiltracdo avaliada pela turbidez do meio. Os dados foram submetidos aos testes
ANOVA e Tukey para solubilidade e alteracéo volumétrica, e Kruskall-Wallis e Dunn

para capacidade seladora bacteriana.

Resultados: Na analise de solubilidade, ndo houve diferenga estatistica significante
entre os grupos. A analise volumétrica demonstrou maior diminuicdo de volume para

o OZE. Também foi observada maior infiltragdo bacteriana para o OZE.

Conclusao: Conclui-se que MTA e CP/ZrO, apresentam maior capacidade seladora

bacteriana, que pode estar relacionada a menor alteragdo volumétrica.



Palavras-chave: Endodontia, MTA, selamento, materiais dentarios, alteracio

dimensional
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Introducao

Um material reparador e selador ideal deve apresentar caracteristicas
seguindo padrdes estabelecidos. Assim, padrdes ISO 6876 2001 ou ADA 57 2000
para solubilidade definem valores inferiores a 3% para esta propriedade. O uso de
materiais com adequadas propriedades contribui para o sucesso do tratamento
(Bodrumlu 2008, Holland et al. 2002, Shah et al. 1996, Torabinejad & Pitt Ford

1996 ).

A analise de solubilidade segundo normas ISO 6876 2001 consiste no calculo
da perda de massa dos materiais antes e apds imersdo em agua, expresso em
porcentagem. Porém, segundo Parirokh & Torabinejad (2010), este método
apresenta falhas como a absorc¢do de agua pelos cimentos, que pode influenciar nos
resultados. A microtomografia computadorizada vem sendo proposta como
alternativa para analise desta propriedade, uma vez que é possivel avaliar
quantitativamente a alteragao volumétrica das amostras, sem interferéncia de fatores
como absorgéo (Cavenago et al. 2013).

A estabilidade dimensional €é uma propriedade avaliada segundo
especificacbes ANSI/ADA n°57, em corpos-de-prova de 6mm de diametro e 12mm
de altura. Estes permanecem imersos por 30 dias e mensuracao da altura antes e
ap6s imersao dos mesmos. Porém, devido a grande quantidade de material
necessario para a confeccdo de moldes nestes padrdes, meios alternativos sao
propostos. Assim, Carvalho-Junior et al. 2007 propuseram amostras com dimensodes
menores para esta analise, reduzindo o material necessario para realizacdo deste

experimento, o que nao afetou a acuracia do método testado. Além disso, pode-se
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sugerir uma analise mais precisa deste propriedade, podendo compara-la a

alteracdes volumétricas dos materiais.

O MTA é um material a base de silicato de calcio que apresenta
radiopacidade, biocompatibilidade e capacidade de inducdo de reparo por tecido
mineralizado (Tanomaru-Filho et al. 2006, Tanomaru JM et al. 2008). Porém,
algumas propriedades fisico-quimicas deste material podem ser aprimoradas a partir
da substituicdo do 6xido de bismuto (Bi»O3) como radiopacificador (Camilleri 2010).
Também, a dificuldade de inser¢do e compactagado na cavidade pode prejudicar o
selamento (El-Ma'aita et al. 2012). Assim, MTA misturado com polimero soluvel em
agua, por exemplo, tem resultado em um material com maior estabilidade
dimensional (Camilleri & Mallia 2011) e radiopacidade (Camilleri 2009). A adigéo de
30% de oxido de zircébnio ao cimento Portland promove maior resisténcia mecanica,
liberacdo de calcio, aumento no pH, menor citotoxicidade, além de melhor resposta
bioldgica e solubilidade comparavel ao ProRoot MTA (Camilleri et al. 2011, Cutajar et
al. 2011, Guerreiro-Tanomaru et al. 2011,Silva GF et al. 2014, Massi et al. 2011).

O insucesso da obturagao retrograda esta relacionado a infiltragdo de micro-
organismos e fluidos externos. A estabilidade dimensional e menor solubilidade
podem reduzir falhas apés o preenchimento com materiais reparadores contribuindo
para menor infiltragcdo bacteriana assim como a penetracao de fluidos.

Diversos estudos comparam diferentes materiais quanto ao tempo necessario
para penetracdo bacteriana (Torabinejad et al. 1995), a capacidade seladora em
retro-obturacédo (Hirscheberg et al.2013, Nair et al. 2011), assim como a influéncia
da espessura da cavidade no selamento apical (Yildirim et al. 2010), nos quais o

MTA apresenta resultados satisfatorios.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a solubilidade, infiltracao bacteriana
e alteracado volumétrica para os cimento MTA, Portland acrescido de 30% de éxido
de zircénio e cimento de 6xido de zinco e eugenol. A hipdtese nula é a inexisténcia
de possivel relagdo entre alteragao volumétrica, solubilidade e infiltracdo bacteriana

dos materiais.

Material e métodos

Para analise da alteracdo volumeétrica, solubilidade e capacidade seladora
bacteriana, os grupos foram divididos de acordo com os materiais utilizados, como

descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais e materiais avaliados

Grupo (n=8) Material Fabricante
Gl (MTA) Mineral Triéxido Agregado MTA, Angelus, Londrina, PR,
Brasil
Gll (CP/ZrOy) Cimento Portland CP, Votorantim, SP, Brasil
Oxido de Zirconio Sigma, St. Louis, MO, EUA
Gl (OZE) Oxido de Zinco e Eugenol S.S.White Art. Dent. Ltda., Rio

de Janeiro, RJ, Brasil

Alteracao volumétrica

Preparo das amostras

Dez dentes bovinos extraidos, aprovados no Comité de Etica no Uso de

Animais - CEUA da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Anexo A), foram
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empregados no estudo. A porgédo radicular dentaria foi seccionada no sentido
transversal em fatias de 5 mm de espessura na maquina de precisdo de corte
Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake BIuff, IL, EUA) e cada seccdo dividida em duas

hemi-secgbes. Para cada grupo foram utilizadas 8 espécimes.

Na superficie coronal de cada espécime foi confeccionada uma cavidade em
dentina simulando retro-preparo. Foi utilizada inicialmente broca 2137 (KG
SORENSEN) na profundidade de 3 mm, feito o refinamento com pontas ultrassénica
CVD n° 6.1107-6 (CVD-Vale, Sdo José dos Campos/SP, Brasil) acoplada ao
aparelho ultrassénico CVDentus (CVD-Vale, Sdo José dos Campos/SP, Brasil),
ajustado na poténcia cinco, com constante irrigagdo com soro fisioldgico e irrigacéo
final com agua destilada. Estes preparos foram realizados por um unico operador,
calibrado e treinado, para que obtivesse uma maior padroniza¢ao das cavidades nos

diferentes espécimes (Figura 1).

MIC-D
640x480

melll Figura 1: Amostra com retrocavidade.

Cada duas hemi-seccoes dos espécimes foram entdo colocadas em uma
placa de pocgos preparada para o experimento. Elas foram "fixadas" com silicona de

adicdo, afim de que fossem moldadas tornando-se possivel manter os espécimes
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em posigcao para o escaneamento em Micro CT, bem como remové-los para

estocagem em agua destilada, com o minimo em danos ou alteracdes.

Preparo dos cimentos

O MTA (Angelus, Londrina, PR, Brazil) foi manipulado na propor¢céo de
po/liquido de 1g/330uL (Camilleri 2011). Para o cimento Portland acrescido de 30%
de oxido de zirconio, as proporcdes serao de 1 g do pd para 320 pyL de agua
destilada, enquanto que para o cimento a base de oxido de zinco e eugenol a
propor¢cao sera de 1 g de o6xido de zinco para 0,2mL de eugenol, (Guerreiro-

Tanomaru et al. 2012).

As cavidades preparadas foram preenchidas com cada um dos cimentos logo
apo6s sua manipulagédo, empregando condensador para retro-obturagdo. Esta etapa
foi realizada por um unico operador, calibrado, responsavel pela confec¢cao das
cavidades e preenchimento das mesmas. As amostras foram deixadas por trés
vezes o0 tempo de presa de cada material em estufa a 37°C e em umidade relativa

100%.

Analise microtomograficada

A avaliagdo da alteragdo volumétrica dos materiais retro-obturadores foi
realizada por mensuragcao volumétrica dos materiais utilizando o micro-tomégrafo
SkyScan 1176 (Bruker-microCT, Kontich, Bélgica). O escaneamento das amostras
foi realizado logo apods insercdo dos materiais nas cavidades e sete dias apos este
primeiro. Durante todo o periodo, as amostras foram mantidas em frascos contendo

5 mL de agua destilada em estufa a 37°C. No momento do escaneamento, estas
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amostras foram secas com papel absorvente e colocadas cuidadosamente na placa

em suas devidas posigdes.

Os parametros para o escaneamento foram baseados no estudo de
Cavenago et al. (2013), modificadas com base em estudo piloto para: 50 kV e 800
MA, filtro de aluminio de 0,5, voxel isotropico de 9 ym e um ciclo de evolugao
estabelecida de 360°. Uma vez obtida a area de interesse, da qual se excluiu a
dentina, analisou-se apenas o material por meio da diferenca de radiopacidade,

sendo o valor binario ajustado.

A reconstrucdo das imagens foi feita pelo software NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica). Nesta etapa, foram realizados testes para definicdo dos
parametros adequados das imagens. As imagens obtidas foram entdo analisadas
em 3D utilizando o software CTAn (V1.11.8; SkyScan, Bélgica) obtendo assim o

volume total do material em mm? a partir da analise quantitativa das amostras.

A alteragdo volumétrica foi determinada pelo calculo do volume das amostras
dos materiais nos diferentes periodos de analise. Os resultados serdo convertidos

em porcentagem a fim de obter a propor¢ao de material em relagao ao periodo zero.

Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado utilizando normas ISO 6876 2001.
Amostras com dimensdées de 7 mm de didmetro e um mm de altura foram
confeccionados, com a extremidade de 5 cm de fio dental inserida no cimento
durante a inser¢cdo do material (n=10). As amostras permaneceram em estufa a
37°C por 24 horas. Os espécimes foram removidos da matriz e colocados em um

dessecador com silica e apés uma hora, os discos juntamente com o fio dental
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foram pesados em balanga de precisdo modelo BL 210S para a obtengao da massa
inicial.

Cada um dos espécimes foi suspenso pelo fio dental e colocado no interior de
um recipiente plastico contendo 10 mL de agua deionizada, nao permitindo qualquer
contato entre este e a superficie interna do recipiente mantido em estufa a 37°C, por
7 dias. Ap6s esse periodo, os espécimes foram colocados em um dessecador com
silica por 24 h para realizagdo de nova pesagem para obtencdo da massa final. A
estabilizacdo da massa de cada amostra foi constatada apés um novo ciclo de 24 h
no dessecador com silica. A solubilidade dos cimentos correspondeu a perda de
massa identificada pela massa de cada espécime, expressa como porcentagem da

massa original.

Infiltragao bacteriana

Para a realizagao desta etapa experimental, os espécimes foram divididos de
acordo com os materiais utilizados como ja descrito na Tabela 1, acrescentando
grupos controle positivo (sem preenchimento da cavidade) e negativo (cavidade

totalmente impermeabilizada).

Selecao e preparo das amostras

Para esta etapa, foram utilizados 52 dentes unirradiculados humanos
extraidos com raiz unica e reta, criteriosamente selecionados, excluindo dentes com
mais de um canal radicular, restauracdes extensas que comprometessem a porgao
radicular, raizes com curvatura, ou com tratamento endodéntico previamente

realizado, que foram obtidos do Banco de dentes da Faculdade de Odontologia de
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Araraquara, FOAr - UNESP e aprovados pelo Comité de Etica em pesquisa em

humanos da mesma (Anexo B).

Cada dente selecionado teve sua coroa seccionada por maquina de precisao
de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), padronizando o
comprimento das raizes em 17 mm. Os canais radiculares foram preparados por
meio de técnica de instrumentacao rotatéria com o sistema MTwo até o instrumento
25/.06 no comprimento de 1 mm aquém do apice radicular (16 mm). A cada troca de
lima, os canais radiculares foram irrigados com 2 mL de hipoclorito de sédio a 2,5%
e uma irrigacédo final com EDTA 17% (Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil), que foi
agitado no interior do canal radicular durante 3 minutos. Para completa remogcéo de
hipoclorito de sédio residual, os espécimes foram mantidos em solucédo fisiologica

por 48 horas, com trocas a cada 12 horas.

Para a secgao do apice radicular, o corte foi realizado em angulo de 90° em
relagdo ao longo eixo da raiz, a 3 mm do apice apoés demarcagao com paquimetro
digital. As retrocavidades foram confeccionadas por meio da ponta ultrassénica CVD
n® 9.5107-8, acoplada em aparelho CVDentus (CVD-Vale, Sao José dos
Campos/SP, Brasil), ajustado na poténcia cinco. A apicectomia foi realizada por um
unico operador, com o auxilio de um microscépio operatério (M900, DF
Vasconcellos). Antes do selamento da retrocavidade, apdés aquecimento e
modelagem, um cone de guta-percha sem cimento obturador foi adaptado no interior
do canal radicular, no comprimento de 11 mm (14 mm raiz — 3 mm retrocavidade),

servindo como anteparo para insergao do material retro-obturador.

Preparo dos cimentos
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Esta etapa foi realizada da mesma maneira como citada para o teste de

alteracao volumétrica.
Preparo das amostras

As raizes foram impermeabilizadas com resina epodxica (Ciba-Geigy AS,
Tabodo da Serra, SP, Brasil) presa rapida, exceto na regidao apical ao redor da
cavidade retrograda, com excegao para os espécimes do controle negativo, que
foram impermeabilizados completamente. Em seguida, foram montadas em aparato
confeccionado por microtubos de polietileno, com a interface entre raiz e microtubo
selada com adesivo e esterelizadas com gas etileno.

As porgdes apicais foram entdo imersas em tubos de vidro esterilizados
contendo em Brain Heart Infusion (BHI-Difco) e deixadas em estufa a 37°C por 2
dias para confirmacao da esterilidade. Para inoculagéo, foi utilizada uma suspenséao
a 1x10” unidades formadoras de colénia por mililitro (UFCmL™) de uma cultura de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), reativada 12 horas antes e colocada na parte
superior dos tubos de polietileno a quantidade de 500 uL dessa suspensao

bacteriana em BHI.

Durante o periodo experimental, o BHI foi substituido por BHI estéril. As
amostras foram observadas diariamente por 60 dias para deteccdo ou ndo da
turbidez do BHI apical. Quando isso ocorria, era confirmada a morfologia celular pela
coloragao de Gram. Outra parte desta turbidez era plagueada em Triptic Soy Agar
(TSa-Difco) para confirmagdo da viabilidade de E. faecalis e observagcéo da

morfologia da colbnia.

Decorridos 60 dias, periodo em que foi analisada a infiltracdo das retro-

obturacbes, os remanescentes radiculares que nao apresentaram infiltracdo foram
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desmontados do dispositivo confeccionado para o teste, e 0 meio de cultura sem

turbidez foi plaqueado em TSa para confirmagao da auséncia de micro-organismos.

Analise estatistica

Para todos os testes de alteragdo volumétrica e solubilidade, os dados obtidos
foram submetidos ao teste estatistico paramétrico ANOVA para comparagcdo dos
diferentes grupos entre si e ao teste de comparacdes multiplas de Tukey, com 5%
de significancia. Para o teste de infiltracdo bacteriana, os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica utilizando o teste de Kruskall-Wallis,

complementado com o teste de Dunn, com nivel de significancia 5%.

Resultados

Alteracao volumétrica

Os resultados obtidos na analise da alteracdo volumétrica estdo descritos na
Tabela 2. Como demonstrado, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes entre os grupos avaliados. Observa-se também valores préximos ao

preconizado para esta propriedade, sendo o maior valor para o OZE.

Tabela 2: Média de alteragdo volumétrica (% de volume) dos diferentes grupos

experimentais apos 7 dias.

Méedia 1,68+1,615° 1,99+1,758° 13,28+1,609"

*letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significante (P<0,05)
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Solubilidade

Para o teste de solubilidade, os resultados estdo demonstrados na tabela 3.
Apenas o grupo lll apresentou diferenga estatistica significante, quando comparado

aos demais grupos.

Tabela 3: Média de solubilidade (% de massa) dos diferentes grupos experimentais

apos 7 dias.

Media 3,174+0,986° 3,790+0,879° 3,986+0,232°

*letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica significante (P<0,05)

Teste microbiolégico de infiltragao bacteriana

Para avaliacdo dos dados do teste de infiltracdo bacteriana, foi realizada a
classificagdo de acordo com os critérios e escores estabelecidos: de 1 a 7, sendo 1
turvamento do meio de cultura na primeira semana, 2 turvamento do meio de
cultura na segunda semana, e assim sucessivamente.

Os dados obtidos estdo representados na Figura 2. De acordo com estes,
observou-se uma infiltragdo em menor periodo de tempo para o grupo OZE, sendo
uma amostra na primeira semana de avaliagdo, duas na segunda, quatro nas
terceira e quarta semanas e uma na quinta. Para o grupo MTA, foi observada
infiltracdo bacteriana a partir da segunda semana com uma amostra, sendo
posteriormente quatro na quarta, seis na quinta, uma na sexta e nenhuma amostra
na sétima semana. Para o grupo CP/ZrO, nao houve infiltracdo nas primeiras
semanas, sendo observada duas amostras na terceira semana, trés na quarta, seis
na quinta, uma na sexta e nenhuma na sétima. O grupo C infiltraram todas as

amostras e o C nenhuma.
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Figura 2: Grafico ilustrativo do numero de amostras que apresentou infiltragdo

bacteriana nas semanas avaliadas.

Discussao

O presente estudo mostrou que o CP acrescido de 30% de éxido de zircénio
apresentou resultados semelhantes ao MTA, para em cada uma das analises
realizadas. A avaliagcdo da alteracao volumétrica dos materiais foi realizada por
microtomografia computadorizada (Cavenago et al. 2013), buscando superar
possiveis dificuldades encontradas no teste convencional (Parirokh & Torabinejad

2010).

A estabilidade dimensional do MTA pode contribuir com sua capacidade
seladora. Camilleri & Malila 2011 observaram estabilidade dimensional para o MTA
em comparagao ao cimento a base de polimero soluvel em agua (PCS). No entanto,
Camilleri 2011 demonstrou que a adicdo do oOxido de bismuto aumentou a
solubilidade do MTA, deteriorando sua estabilidade dimensional, em comparacao a

outros radiopacificadores. A adicdo do Oxido de zirconio ao CP como
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radiopacificador tem sido analisada. Roberti et al. 2014 demonstraram que a
associagao € similar ao MTA quanto a solubilidade e desintegracdo. O 6xido de
zirconio foi considerado um agente radiopacificador adequado para o CP apods
analise do pH, liberagdo de ion calcio, tempo de presa e solubilidade (Hungaro
Duarte et al. 2012). A propor¢do 30% de OZr associado ao CP resultou em um
material com propriedades comparaveis ao MTA (Cutajar, et al. 2011). Os resultados
do presente estudo também apontam para comportamento similar entre a
associagao CP/OZr em relagao a estabilidade dimensional volumétrica, solubilidade

e capacidade seladora microbiana.

A solubilidade é usualmente analisada por meio de testes padronizados, por
meio da diferenga entre os pesos iniciais e finais do material, sendo preconizado
valores menores que 3% (ADA 57 2000). Entretanto, a principal limitagédo
apresentada por este teste que envolve a absor¢cdo de agua pode influenciar os
resultados, como para o MTA, que €& um material hidrofilico. Dessa forma, a
utilizacdo da microtomografia computadorizada permite a analise da alteragao

volumétrica, contribuindo para o conhecimento dimensional do material. .

A porosidade dos materiais pode contribuir com falhas e solubilidade dos
materiais. De Souza et al. 2013 utilizando microtomografia computadorizada (Sky
Scan 1174) avaliaram cimentos a base de silicato de calcio (iRoot BP Plus®,
Biodentine®, and Ceramicrete) em comparagdo ao MTA. Nao foram observadas
diferengas estatisticas significantes entre os grupos, bem como com relacdo ao
MTA. Também utilizando Micro-CT, Cavenago et al. 2013 demonstraram que
proporgcao po-liquido utilizada no preparo do MTA influéncia a alteracdo volumétrica
do material apos imersdao em agua, associando os resultados aos indices de

solubilidade.
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Os resultados do presente estudo demonstraram maior capacidade seladora
bacteriana para o MTA e CP acrescido de ZrO,. Maior habilidade seladora do MTA
por meio da penetragdo do azul de metileno foi observada por Galhotra V et al.
2013, comparado ao cimento de ionbmero de vidro e Oxido de zinco e eugenol
modificado por resina.

Estudos empregando a infiltracdo bacteriana tém demonstrado capacidade
seladora para o MTA, (Ashraf et al. 2013, Hirscheberg et al. 2013, Jacobovitz et al.
2009, Nair et al. 2011, Oliveira et al. 2011), corroborando com os resultados do
presente estudo. De-Deus et al. 2006 avaliaram a capacidade seladora bacteriana
dos cimentos MTA e Portland em perfuragdes de furca, com periodo de analise de
50 dias, comprovando capacidade seladora pasemelhante para os materiais. Os
resultados do presente estudo demonstram que a associacdo do cimento Portland
com 30% de 6xido de zircénio n&o interferiu na capacidade seladora, que foi similar

ao MTA.

Os resultados obtidos sugerem a correlagéo entre a propriedade de alteragao
volumétrica e a capacidade seladora bacteriana analisada por meio de teste
microbiolégico de infiltracdo bacteriana. Saghiri et al. 2012 correlacionaram
solubilidade e capacidade seladora e observaram valor mais alto de solubilidade foi
relacionada com maior infiltracido bacteriana. Desta forma, no presente estudo os
cimentos MTA e CP/ZrO, evidenciaram menor infiltracdo bacteriana, o que pode
estar relacionada aos resultados de maior estabilidade dimensional comprovada

pela menor alteragao volumétrica.

Conclusao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galhotra%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24082741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacobovitz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19540451
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Conclui-se que MTA e CP/ZrO, apresentam maior capacidade seladora

bacteriana, que pode estar relacionada a menor alteragdo dimensional observada.
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3 DISCUSSAO

A avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e biolégicas de materiais
endodénticos inclui diversas metodologias. A analise da solubilidade determinada
pelas normas ANSI/ADA 57" (2000) é calculada por meio de amostras mantidas em
estufa por um periodo correspondente a trés vezes o tempo de presa do material,
pesadas trés vezes, e colocadas em 7,5 mL de agua deionizada em estufa por 7
dias. ApoOs este periodo, sdo secas com papel absorvente, deixadas por 24 h em
dessecador, sendo novamente pesadas. A perda de massa de cada amostra
expressa a porcentagem de solubilidade do cimento (Duarte et al."' 2010, Marin-

Bauza et al.?* 2010).

No entanto, a metodologia de solubilidade preconizada pela ADA apresenta
diversas falhas e limitagdes. Segundo Cutajar et al.® (2011), nesta analise ndo se
considera a possibilidade de os espécimes absorverem agua do meio (95%) durante
o tempo, o que é significante para cimentos a base de Portland ou MTA por
apresentarem elevada habilidade de absorver agua. Além disso, todas as leituras
sao calculadas para a solugcao imersa da amostra, ndo levando em consideragao as
taxas de evaporacdo de umidade relativa, que podem desempenhar um papel
significante nos resultados (Fridland & Rosado' 2005). Uma outra maneira de
avaliar a solubilidade de forma mais realistica, além do calculo da porcentagem de
perda de massa, seria obter uma massa constante para cada amostra antes e apos
a imersao na solugéo (Viapiana et al.*” 2013).

Este estudo teve como objetivo avaliar por meio alternativo a alteracéo
volumétrica dos materiais, utilizando a microtomografia computadorizada. Analise

semelhante foi proposta por Cavenago et al.” (2013), que utilizaram esta ferramenta
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para avaliar a alteragdo volumétrica de amostras de MTA em obturagdes
retrogradas, variando proporg¢des pé/liquido das amostras. Baseado neste estudo,
alguns parametros foram modificados, uma vez que foram utilizados dentes bovinos
ao invés de blocos de acrilico, além de serem avaliados diferentes materiais. A
microtomografia computadorizada apresenta-se como um método promissor na
avaliagao de propriedades de materiais, uma vez que apresenta caracteristicas nao
destrutivas e tridimensionais. No entanto, especialmente pela sua recente utilizagao,
foram encontradas algumas dificuldades especialmente para analise das imagens
obtidas pelos softwares. Além disso, o0 modelo experimental utilizado (dente bovino)
bem como os proprios materiais, ndo se mostraram com delimitagcbes claras e
precisas, o que dificultou também a obtencdo de areas de interesse, bem como

padronizacao de trheshold.

No presente estudo, os resultados para o teste de solubilidade apresentaram
valores superiores a 3%. Porém, a analise volumétrica por meio da microtomografia
computadorizada demonstrou resultados proximos aos padrdes, exceto para O OZE.
Isto sugere que a anadlise da alteragdo volumétrica por microtomografia pode
fornecer dados importantes e correlacionados aos de infiltracdo bacteriana, uma vez
que estas propriedades foram piores para o OZE. Novos estudos devem ser feitos

para validar e complementar os resultados obtidos.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se pelos resultados obtidos que MTA e CP/ZrO, apresentam maior
capacidade seladora bacteriana quando comparados ao OZE. Esta analise pode
estar relacionada a menor alteracédo volumeétrica, também observada para estes

materiais.
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