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Trindade-Junior A. Efeito do acréscimo de nano-hidroxiapatita nas propriedades fisico-
quimicas, mecanicas e antibiofilme do cimento Portland com 6xido de zirconio [Dissertacao

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

Resumo

A substituicdo do o6xido de bismuto por 6xido de zirconio (ZrO,) e o acréscimo de
hidroxiapatita nanoparticulada (HAn) podem favorecer propriedades do Cimento Portland
(CP). Este estudo objetiva comparar propriedades fisico-quimicas, mecanicas e antibiofilme
do CP com ZrO,, acrescido de HAn. Os materiais avaliados foram: G1 — MTA Angelus; G2 —
CP/ZrO,; G3 — CP/ZrO,/HAn10%; G4 — CP/ZrO,/HAn20%. 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 compressao foi avaliada por meio de ensaio mecanico. Amostras dos materiais
foram radiografadas com uma escala de aluminio para analise da radiopacidade. Para a
avalia¢do antibiofilme os materiais foram colocados em contato com biofilme de E. faecalis
formado em blocos de dentina, e avaliado pela contagem de unidades formadoras de colonias
(UFCmL™"). Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey com 5% de
significancia. G2 e G3 apresentaram pH mais elevado. Maior solubilidade foi observada para
G3 e G4. O tempo de presa inicial foi menor para G1 e o tempo de presa final para G3. Todos
os materiais apresentaram radiopacidade superior a 3 mm Al. A resisténcia a compressdo foi
maior para G2 nos periodos avaliados. Nenhum cimento foi capaz de neutralizar
completamente o biofilme bacteriano, mas G3 e G4 proporcionaram maior redugdo
bacteriana. Conclui-se que a associacdo CP/ZrO, e CP/ZrO, com 10% de HAn apresentam
propriedades fisico-quimicas adequadas e que o acréscimo de HAn melhora a atividade
antibiofilme de E faecalis.

Palavras-chave: Endodontia, Materiais dentérios, Propriedades fisicas, Teste de sensibilidade

microbiana.



Trindade-Junior A. Effect of nano-hydroxyapatite in the physicochemical, mechanical and
antibiofilm properties of Portland cement and zirconium oxide [Dissertagdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

Abstract

The bismuth oxide replacement by zirconium oxide (ZrO,) and the addition of hydroxyapatite
nanoparticle may improve the Portland Cement (PC) properties. This study aimed evaluate the
physicochemical, mechanical and antibiofilm of Enterococcus faecalis properties of Portland
Cement (PC) association with zirconium oxide (ZrO,), added with hydroxyapatite
nanoparticles (HAn). The analised materials were: G1 -MTA Angelus; G2 — PC/ZrO,; G3 —
PC/ZrO,/HANn10%; G4 — PC/ZrO,/HAn20%. The pH was measure with a digital phmeter and
the solubility by the weight loss. Setting time was assayed by Gilmore needle. Compressive
strength was tested in universal testing machine. Materials samples were radiographed
alongside an aluminum (Al) step wedge. For the antibiofilm test, the samples were place in
direct contact with E. faecalis biofilm over dentine blocks, and assessed by colony forming
units (CFU mL™"). The results were submitted to ANOVA and Tukey’s test at 5%
significance. G2 and G3 showed the higher pH in both experimental periods. Bigger solubility
was noted for G3 and G4. The initial setting time was shorter for G1, and the final setting
time for G3 and G4. All material presented radiopacity greater than 3 mmAl. Compressive
strength was better for G2 in both experimental periods. No cement was able to completely
neutralize the bacterial biofilm, however G3 and G4 exhibited higher bacteria reduction. The
PC/ZrO, and PC/ZrO, with HAn 10% association presented the better physicochemical and
mechanical properties, and the association with HAn improves the E. faecalis antibiofilm
activity

Keywords: Endodontics, Dental materials, Physical properties, Microbial sensitivity tests.
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1 INTRODUCAO

O Mineral Tridoxido Agregado (MTA), descoberto e introduzido na odontologia em
meados dos anos 90, tem sido amplamente indicado como material retroburador em cirurgias
parendodonticas e selamento de perfuragdes por apresentar biocompatibilidade, estabilidade
dimensional e radiopacidade (Tanomaru-Filho et al.*', 2007).

O MTA, constituido em 75% de cimento Portland (CP), 20% de 6xido de bismuto
(Bi,03) e 5% de sulfato de calcio (CaSO,) (Al-Hezaimi et al.%, 2009) pode ser encontrado na
coloracdo cinza ou branca, sendo a principal diferengca entre eles a menor quantidade de
aluminio (Al,O3), magnésio (MgO) e ferro (FeO) encontrada no branco (Parirokh,
Torabinejad®?, 2010). O p6 é composto por particulas hidrofilicas que, na presenca de 4gua,
formam um gel coloidal com pH inicial de 10,2, que toma presa em aproximadamente 4 horas
(Camilleri et al.”, 2005; Camilleri, Pitt Ford®, 2006). O MTA apresenta baixa ou nenhuma
solubilidade (Danesh et al.'>, 2006; Torabinejad et al.**, 1995) mesmo em avaliacdes a longo
prazo (Fridland, Rosado'®, 2005).

Sendo o CP o material base na constituicdo do MTA, acrescido do Bi,O3 com fun¢ao
radiopacificadora (Asgary et al.?, 2004), novas combinagdes surgem, uma vez que a adi¢ao do
Bi,0O; provoca alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas do cimento,
interferindo diretamente na resisténcia & compressdo, pH, solubilidade e tempo de presa
(Coomaraswamy et al.'’, 2007; Song et al.?’, 2006). Cutajar et al.'' (2011) e Gomes Cornelio

1.1 (2011) indicam o 6xido de zirconio (ZrO,) como radiopacificador alternativo, visando
P

eta
aperfeicoar as propriedades fisico-quimicas e biologicas do MTA.

Cutajar et al.'' (2011) avaliaram propriedades fisico-quimicas e mecénicas da
associacdo de CP com diferentes concentracdes de ZrO,, entre 0 a 50 %, manipulado com

propor¢ao po/liquido de 0,3. Dentre os grupos avaliados, a concentracdo de 30 % de ZrO,

apresentou o melhor conjunto de propriedades, com satisfatoria radiopacidade e resisténcia a
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compressao, tempo de presa, baixa absorcdo de dgua e baixa solubilidade, tendo suas
propriedades equiparadas ao MTA.

Gomes Cornelio et al.!”

(2011) avaliaram a citotoxicidade de CP puro e associado a
radiopacificadores, como Bi,0s, ZrO, e tungstato de calcio (CaW,), em linhagens celulares de
fibroblastos e osteoblastos. Os resultados mostraram que os cimentos associados aos
diferentes radiopacificadores nao foram toxicos e ZrO, apresentou a melhor compatibilidade e

o menor grau de toxicidade. Hungaro Duarte et al.'®

(2012) avaliaram o CP puro e associado
aos mesmos radiopacificadores, demonstrando que a associagdo ao ZrO, apresenta liberacao
de ions célcio e pH semelhante ao MTA, assim como radiopacidade e baixa solubilidade, com
aumento do tempo de presa.

Camilleri et al.®° (2011) analisaram pH, a microestrutura e liberacio de calcio da
associacdo do CP com 30% de ZrO,. A liberacdo de hidroxido de calcio elevou o pH (entre
11,7 e 12,4) e a microestrutura mostrou composicao por silicato de célcio hidratado, hidréxido
de calcio e pequena quantidade de monosulfato, confirmando que a associagdo era semelhante
ao MTA.

A hidroxiapatita (HA) tem sido estudada tanto na forma micro como nanoparticulada
(HAn), ap6s ter demonstrado potencial biocompativel (Sanosh*, 2009), além de servir como
matriz guia para regeneracdo Ossea, preenchendo os pré-requisitos de ser biodegradavel,
osteoindutor e osteocondutor (Ciobanu et al.”, 2011; Tripathi et al.**, 2012).

Wang et al.®> (2013) avaliaram o desempenho do Poli(latico-co-acido glicolico)
(PLGA), comumente utilizado como matriz para regeneracdo Ossea, com € sem O
revestimento de uma camada de hidroxiapatita nanoparticulada na cicatrizagdo de defeitos
osseos confeccionados em ratos, observando a viabilidade e proliferagdo do tecido 6sseo. A

analise em microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrou uma deposi¢cdo complexa e

mais estruturada sobre os scaffolds tratados com nano hidroxiapatita, assim como maior
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viabilidade e proliferacao celular. No modelo in vivo, apos o periodo de 12 semanas, o grupo
tratado com PLGA revestido por nano hidroxiapatita apresentava o defeito Osseo
completamente cicatrizado e com uma formagdo éssea mais madura, mostrando que o
emprego de nano hidroxiapatita sobre matriz de PLGA para formacdo Ossea aumenta
significativamente os resultados.

Sadat-Shojai et al.”

(2013) avaliaram o efeito da associacdo de nano hidroxipatita as
propriedades reologicas e bioldgicas do polihidroxibutirato (PHB), também utilizado como
scaffolds para regeneragdo Ossea. Estudos in vitro mostraram que as propriedades reologicas
foram satisfatorias, com maior proliferacdo e diferenciacdo celular quando comparado ao
PHB sem tratamento, justificado no estudo pela maior aderéncia celular a superficie rugosa da
nano hidroxiapatita.

A associagdo de hidroxiapatita nanoparticulada também tem sido empregada a

superficie de implantes. Shi et al.”®

(2012) avaliaram a resposta de osteoblastos, in vitro,
frente a implantes com superficie porosa tratada com nano hidroxiapatita. A andlise em
difragao de raio-x (XRD) caracterizou a superficie como cristais puros de nano hidroxiapatita.
Também foi notado um aumento na proliferacao celular, proteina, atividade ALP e liberagao
de osteocalcina quando comparado ao grupo controle, comprovando que a deposicao de nano
hidroxiapatita sobre a superficie de implantes aumenta a inducao de osteoblastos.

A escolha da particula nano baseia-se no estudo apresentado por Dasgupta et al."
(2013), onde testes fisico-quimicos e biologicos foram realizados com particulas de HA em
diferentes tamanhos, 168 nm, 1,48 um e 5,01 um. Os testes de resisténcia a compressao,
dureza e resisténcia a fratura mostram que os valores obtidos sdo maiores quando utilizados as
menores particulas. Maior superficie de contato, energia reativa e maxima absorc¢ao de agua

também foi demonstrada pelo grupo de hidroxiapatita nanoparticulada. Os testes celulares

aplicados, MEV, MTT (3-(4,5-dimetil-tiazoil)-2,5-difenil-tetrazdlio) e imunohistoquimica,
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mostraram melhor desempenho celular para o grupo nano, assim como maior proliferagao
osteoblastica, confirmando a influéncia exercida pelo tamanho da particula empregada.

Aksakal et al.' (2013) compararam os resultados expressos por implantes fixados em
tibia de ovelha tendo sua superficie tratada com hidroxiapatita nanoparticulada, 25 nm, e
microparticulada, 25 pm. Os resultados atingidos mostraram maior fixagdo e a formacao de
um osso mais maduro ao final de um periodo pos operatorio de 12 semanas para o grupo de
nano hidroxiapatita, assim como bons resultados para teste de pull out, histopatoldgico e
XRD.

Além das propriedades bioldgicas ja estudadas, na tentativa de avaliar a atividade
antimicrobiano da forma nanoparticulada, Evliyaoglu et al.'* (2011) avaliaram o efeito da
HAn associada a prata por meio da confec¢ao de filme de revestimento na luz de cateteres
urinarios aplicado em coelhos com infec¢ao urinaria, observando menor formagao de biofilme
bacteriano no grupo experimental comprovando a propriedade antimicrobiana das
nanoparticulas. Outro estudo (Sutha et al.*®, 2013) avaliou o poder antimicrobiano de HAn
associada a particulas quitosana (CS) para o recobrimento de superficie de implantes,
mostrando halo de inibi¢do no teste de difusdo em agar com cepas de Staplylococcus aureus
e Escherichia coli.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as propriedade fisico-quimicas, mecanicas e
antibiofilme de E.faecalis da associagdo de CP e ZrO, com diferentes concentragdes de HAn,

buscando uma nova opg¢ao a ser empregada como material retro-obturador.
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2 CAPITULO 1

EFEITO DO ACRESCIMO DE NANO-HIDROXIAPATITA NAS PROPRIEDADES
FISICO-QUIMICAS, MECANICAS E ANTIBIOFILME DO CIMENTO PORTLAND

COM OXIDO DE ZIRCONIO.*

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

Objetivo: Avaliar propriedades fisico-quimicas, mecanicas e antibiofilme de Enterococcus
faecalis da associagdo de Cimento Portland (CP) com o6xido de zirconio (ZrO,) e do
acréscimo de hidroxiapatita nanoparticulada (HAn).

Metodologia: Os materiais avaliados foram: G1 — MTA Branco (Angelus, Brasil); G2 — CP
(70%) + ZrO; (30%); G3 - CP (60%) + ZrO, (30%) + HAn (10%); G4 - CP (50%) + ZrO,
(30%) + HAn (20%). O pH foi analisado em phmetro digital e a solubilidade pela perda de
massa. O tempo de presa foi analisado pelo teste de Gilmore. A resisténcia a compressao foi
avaliada por meio de ensaio mecanico. Amostras dos materiais foram radiografadas com uma
escala de aluminio para analise da radiopacidade. Para a avaliacdao antibiofilme os materiais
foram colocados em contato com biofilme de E. faecalis, e avaliado por meio da contagem de
unidades formadoras de colonias (UFCmL™). Os resultados foram submetidos aos testes
ANOVA e Tukey com 5% de significancia.

Resultados: G2 e G3 apresentaram maior pH. Maior solubilidade foi observada para G3 e
G4. O tempo de presa inicial foi menor para G1 e o tempo de presa final foi menor para G3.
Todos os materiais apresentaram radiopacidade superior a 3 mm Al. A resisténcia a
compressao foi maior para G2. Nenhum cimento foi capaz de neutralizar completamente o
biofilme bacteriano, mas G3 e G4 proporcionaram maior diminui¢do bacteriana.

Conclusao: A associacdo CP/ZrO, e CP/ZrO, com 10% de HAn apresentam propriedades
fisico-quimicas adequadas e sua associacdo com HAn melhora a atividade antibiofilme de E
faecalis.

Palavras-chave: Endodontia, Materiais Dentérios, Propriedades Fisicas, Teste de

Sensibilidade Microbiana.
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Introducio

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) ¢ composto por Cimento Portland (CP) e 6xido
de bismuto (Bi,O3;) e apresenta propriedades fisico-quimicas adequadas (Parirokh &
Torabinejad 2010) e biocompatibilidade (Keiser et al. 2000). O MTA induz formagdo de
tecido mineralizado (Torabinejad et al. 1997; Shabahang et al. 1999), sendo indicado como
material reparador de perfuragdes e em obturagdes retrogradas (Bates et al. 1996; Fischer et
al. 1998; Nakata et al. 1998).

A substitui¢do do BiO3; do MTA tem sido proposta, uma vez que este interfere na
solubilidade, pH e tempo de presa (Song et al. 2006). A associagdo de CP com 30% de 6xido
de zirconio (ZrO;) apresenta adequada radiopacidade, porosidade, solubilidade e resisténcia a
compressao (Cutajar et al. 2011). Resultados favoraveis e potencial bioativo foram
demonstrados para a associa¢do de CP com ZrO, (Gomes Cornelio et al. 2011).

Novos materiais como silica e hidroxiapatita sdo incorporados para aperfeigoar
propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas de materiais (Akbari et al. 2013). A
hidroxiapatita pode melhorar a bioatividade (Sanosh 2009), sendo usada na confec¢do de
matriz para regeneracdo Ossea por ser biodegradavel, osteoindutora e osteocondutora
(Ciobanu et al. 2011; Tripathi et al. 2012). Ainda, é adicionada em materiais odontoldgicos
ou superficie de implantes (Li et al. 2013; Zakir et al. 2013). Dasgupta et al. (2013) avaliou as
propriedades apresentadas pela hidroxiapatita micro e nanoparticulada, observando melhor
conjunto de propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas no grupo com particulas de tamanho
de 168 + 0.086 nm.

A atividade antimicrobiana da hidroxiapatita nanoparticulada (HAn) tem sido avaliada
(Evliyaoglu et al. 2011; Sutha et al. 2013). Evliyaoglu et al. 2011, observaram que

nanoparticulas de hidroxiapatita usadas na confeccdo de cateteres urinarios preveniram a
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formagédo de biofilme. (Sutha et al. 2013) demostraram efeito antimicrobiano contra cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli da associa¢ao de HAn e quitosana (CS) incorporada
a implantes.

Este estudo tem como objetivo avaliar propriedades fisico-quimicas, mecanicas e
antibiofilme de E faecalis das associagdes de CP com ZrO, e adicdo de diferentes
concentragdes de HAn. A hipdtese nula € a que a adi¢ao de hidroxiapatita nanoparticulada nao

melhora propriedades da associacdo do CP com ZrO,.

Material e Métodos

Os materiais e propor¢ao po-liquido utilizada estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Materiais avaliados e proporg¢des pd/liquido.

Grupo Material Proporcao
po/liquido

1-MTA MTA Angelus (MTA) 1g/320 pL

2 - CP/ZrO, CP (70%) + ZrO, (30%) 1g/320 uL

3-CP/ ZrOy/HANn10%  CP (60%) + ZrO, (30%) 1g/330 uL
+HAn (10%)

4-CP/ZrO,/HAN20%  CP (50%) + ZrO, (30%) 1g/340 pL
+ HAn (20%)

MTA: Angelus Solugdes Odontolégicas, Londrina, Brasil

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

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

HAnR: Hidroxiapatita Nanoparticulada: HAn - Laboratério de nanotecnologia, Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
SP, Brasil
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Nanoparticula de Hidroxiapatita
A particula de hidroxiapatita introduzida nos grupos experimentais possui dimensao de

50 nm.

Tempo de presa

Para avalia¢ao do tempo de presa, anéis metalicos com 10 mm de diametro por 1 mm
de altura foram preenchidos com cimentos (n=6). A avaliagdo do tempo de presa seguiu as
normas [SO-6876 (2001) e ASTM (2000), com analises 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.
Para determinar a presa inicial foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 +£ 0,5 g e
diametro de 2 + 0,1 mm apoiada sobre a superficie do cimento. Apds determinagdo do tempo
de presa inicial, as medi¢des continuaram até o tempo de presa final. Os espécimes foram
mantidos a 37°C durante as medigdes. Para determinacdo do tempo de presa final, os
procedimentos foram repetidos usando a agulha de Gilmore de 456 + 0,5 g de massa e

diametro na ponta de 1 + 0,1 mm.

Resisténcia a compressiao

Para o teste de resisténcia a compressdao, os corpos de prova (n=6) foram
confeccionados baseado nas normas BSI-6039 (1981). Os cimentos foram colocados em
molde cilindrico com 12 mm de altura e 6 mm de diametro. O conjunto foi mantido na estufa
(37°C e 100% umidade) por 3 horas, quando as amostras foram removidas do molde. As
amostras permaneceram na estufa até o periodo de 24 horas e 21 dias. O teste de resisténcia a
compressao foi realizado na 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
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velocidade de 0,5 mm/min. A tensao méaxima suportada em MPa foi calculada usando a forga

maxima suportada e o didmetro dos cilindros (MPa = N/mm?).

Radiopacidade

A analise da radiopacidade (n=6) foi realizada segundo norma ISO-6876 (2001).
Foram confeccionadas amostras com dimensdes de 10 mm de didmetro e 1 mm altura para
cada material, as quais foram mantidas a 37°C e 100% de umidade, por 48 horas. Apos, as
amostras foram radiografas ao lado de uma escala de aluminio com espessura de 2 a 16 mm
sobre um filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY). 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. As imagens obtidas foram
digitalizadas e analisadas usando o programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). 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).

Solubilidade

A anélise da solubilidade foi baseada na norma ISO-6876 (2001), onde as amostras
(n=10) foram confeccionadas com diametros de 7 mm por 1 mm de espessura, com a
colocagao de 5 cm de fio de nylon no cimento durante a inser¢ao do material no molde. 2 e 7
dias apds a manipulagcdo, as amostras foram removidas do molde. Apos a remogao dos
residuos ou particulas soltas, as amostras foram colocadas em um dessecador com silica por
uma hora; Os discos juntamente com o fio dental foram pesados em balanga de precisao

modelo Adventure (Ohaus Corp., Parsuppany, NJ, USA) para a obtengdao da massa inicial.
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Cada um dos espécimes foi suspenso pelo fio e colocado no interior de um recipiente
plastico contendo 10 mL de agua deionizada, sem qualquer contato entre a amostra ¢ a
superficie interna do recipiente. As amostras foram mantidas em estufa a 37°C por 15 horas.
Apos 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 e as amostras foram
colocadas em dessecador com silica por 24 horas para realizacdo de nova pesagem para
obtengdo da massa final. A estabilizagdo da massa de cada amostra foi constatada apos um
novo ciclo de 24 horas no dessecador com silica. A solubilidade dos cimentos correspondeu a
perda de massa identificada para cada amostra, expressa como porcentagem da massa

original.

Realizado de acordo com Faria-Junior et al. (2013) As amostras (n=10) foram
confeccionadas com dimensdes de 7 mm de didmetro e 1 mm de altura foram confeccionados.
O pH foi avaliado 2 e 7 dias ap6s a manipulagdo. As amostras foram imersas em frascos
plésticos contendo 10 mL de agua deionizada cujo pH foi aferido previamente (6,5). Os
frascos foram fechados e mantidos em uma estufa a 37°C. As mensuragoes de pH foram
realizadas apos 5 e 15 horas da imersao dos discos com o pHmetro previamente calibrado.
Apos cada mensuragdo, realizada em triplicata, a média do pH de cada grupo em cada periodo

experimental foi calculada.

Teste de Atividade Antibiofilme
O teste de atividade antimicrobiana sobre contato direto com o biofilme também foi

realizado segundo Faria-Junior et al. (2013). Incisivos centrais bovinos foram utilizados para
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formagdo do biofilme. As raizes foram seccionadas longitudinalmente. Blocos de dentina com
dimensodes de 5 x 5 x 0,7 mm (largura x comprimento x altura) foram obtidos utilizando um
disco diamantado (Isomet — Buheler, LakeBluff, IL, USA) a baixa velocidade sob irrigagao.
Os blocos foram e colocados em um tudo de ensaio contendo agua destilada para esterilizagdo
em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Os procedimentos microbioldgicos e manipulagdo dos blocos de dentina se deram
dentro de uma capela de fluxo laminar (Veco Flow Ltda, Campinas, SP, Brasil). Uma cepa
padrao de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foi utilizada para formar o biofilme. Apos a
confirmacdo da pureza da cepa por coloragdo Gram e morfologia de coldnia, os micro-
organismos foram reativados em 4 mL de meio estéril Brain Heart Infusion (BHI, Difco
Laboratories Inc., Detroit, MI, USA) e mantidos a 37°C por 12 horas. A densidade Optica da
suspensao foi calibrada em espectofotometro (Modelo 600 Plus, Femto, Sao Paulo, SP,
Brasil) para DOg0=0,2, que equivale a 10° UFCmL™.

Os blocos de dentina foram colocados em placas de cultura de 24 pogos, onde cada
poco recebeu 200 pL da suspensdo padronizada e 1,8 mL de meio BHI, deixando os blocos de
dentina submersos. As placas foram mantidas em incubadora (model Q816M20, Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brazil) sob constante agitacdo e microerofilia a
37°C por 14 dias. O meio BHI de cada pogo era completamente trocado a cada 48 horas, sem
adicao de novos micro-organismos para assegurar nutrientes suficientes para o crescimento
bacteriano.

Ap6s o periodo pds manipulagdo de 2 e 7 dias, amostras de cada material foram
removidas do molde, esterilizadas por luz UV e posicionadas sobre um bloco de dentina
contendo biofilme, que havia sido previamente enxaguado em solugdo salina para remogao de
bactérias planctonicas. O conjunto bloco de dentina/amostra de cimento foram posicionados

em uma placa de 48 pogos. Sobre cada amostra foi depositada 20 pL. de solugdo salina estéril
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para evitar desidratacdo da amostra. As placas foram mantidas a 37°C pelos periodos de 5 e
15 horas de contato. Seis discos de cada material foram usados para cada periodo. O grupo
controle ndo teve contato do biofilme com qualquer cimento, para posterior comparagao dos
resultados. Transcorrido o tempo de contato, os discos de cimento foram removidos e os
blocos de dentina com biofilme remanescente, incluindo os blocos do grupo controle, foram
individualmente colocados em tubos de ensaio com 1 mL de solucao salina estéril e duas
pérolas de vidro. Os tubos foram agitados em vortex (model Q220, Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brazil) por 1 min para desprendimento do biofilme
remanescente.

A seguir, diluicdo decimal seriada de E. faecalis foi obtida. Ao final das diluigdes, trés
aliquotas de 20 pL de cada diluicdo foi inoculada em uma placa Petri com meio agar m-
Enterecoccus (Difco Laboratories — Becton Dickinsonand Company - USA) e armazenadas
em ambiente de microaerofilia por 48 horas a 37°C.

A leitura de cada placa resultou na média de UFCmL™"' nas trés areas de crescimento
bacteriano, nas diluicdes com crescimento entre 5 e 50 colonias por campo. A partir dessas
médias, o namero de UFCmL™ foi calculado para cada cimento em cada periodo. Os dados
foram submetidos a transformacao logaritmica na base 10 e os resultados apresentados como
a média dos seis espécimes por grupo.

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

comparagoes multiplas de Tukey, com 5% de significancia.
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Resultados

Tempo de presa

Na Tabela 2 observa-se que o grupo do MTA apresentou o menor tempo de presa
inicial referente aos demais grupos (p < 0,05), que foram semelhantes entre si. J4 o menor
tempo de presa final foi apresentado pelo grupo CP/ZrO,/HAn10%, e o maior, pelo grupo

MTA.

Tabela 2 - Valores médios (minutos) e desvio-padrdo dos diferentes cimentos para tempo de presa

inicial e final.

Grupos MTA CP/ZrO, CP/ZrO,/HAn10% CP/ZrO,/HAn20%
Presa Inicial 23,67° 42,00° 40,33 ° 40,17 °
(+ 3,445) (+4,050) (+3,670) (+3,061)
Presa Final 170,7 ° 151,8 € 100,5* 119,2°
(+5,391) (+8,976) (+3,082) (+9,283)

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

Resisténcia a compressiao

Os resultados obtidos apontam uma semelhanca estatistica entre o MTA e o CP/ZrO,
no periodo de 24 horas. Para o periodo de 21 dias, o grupo CP/ZrO, apresentou os maiores
valores (p < 0,05). O menor valor em ambos os periodos experimentais foram expressos pelo

grupo CP/ZrO,/HAn20%, como mostram os numeros na Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores médios (MPa) e desvio-padrao dos diferentes cimentos para resisténcia a compressao

apods 24 horas e 21 dias.

Grupos MTA CP/ZrO, CP/ZrO,/HAn10% CP/ZrO,/HAn20%

24 horas 19,63 * 23,29° 14,41° 4,943 ¢
(+2,165) (+3,232) (+3,209) (+ 1,489)

21 dias 29,517 45,774 30,90 ® 19,76
(+4,580) (+2,734) (+5,321) (+ 1,949)

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

Radiopacidade
Os grupos CP/ZrO, e CP/ZrO,/HAn20% apresentaram menor radiopacidade quando
comparados aos demais grupos. Os grupos do MTA e CP/ZrO,/HAn10% apresentaram as

maiores radiopacidades (p > 0,05), com base na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores médios (mmAl) e desvio-padrao dos diferentes cimentos referentes a radiopacidade.

Grupos MTA CP/ZrO, CP/ZrO,/HANn10% CP/ZrO,/HAN20%
mmAl 4,524 ° 3,708 ° 4,182° 3,548 °
(+0,3745) (+ 0,07050) (+0,2951) (+0,2018)

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

Solubilidade

Os maiores valores de solubilidade foram mostrados pelos CP/ZrO,/HAn10% e
CP/ZrO,/HAN20% tanto no periodo de 2 como 7 dias, acima das normas de solubilidade para
cimentos dentarios. A menor solubilidade foi apresentada pelo grupo MTA e CP/ZrO; nos

periodos de 2 e 7 dias. Valores na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios (%) e desvio-padrio da perda de massa dos diferentes cimentos para

solubilidade nos periodos de 2 e 7, apds 15 horas de imersao.

Grupos MTA CP/ZrO, CP/ZrO,/HAn10% CP/ZrO,/HAn20%

2 Dias 3,709 * 3,492° 5,968 6,456 "
(+0,9187) (+0,4701) (+1,186) (+ 1,157)

7 Dias 55424 59744 7911° 7,638 °
(+1,221) (+1,324) (+ 1,175) (+1,394)

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

O grupo MTA apresentou o menor valor de pH para o periodo experimental de 2 dias

(p < 0,05). No tempo experimental de 7 dias pos-manipulagdo, os grupos se mostraram

estatisticamente semelhante no periodo de 5 horas, e 0o MTA apresentou menos pH em relagao

aos outros grupos em 15 horas de imersdo. Todos os grupos se mostraram superior ao grupo

controle, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios (pH) e desvio-padrao dos diferentes cimentos para pH apds 2 e 7 dias, 5 e 15

horas.
Grupos MTA CP/ZrO2 CP/ZrO2/HAn CP/ZrO2/HAn  Controle
10% 20%

5 horas 10,44° 11,16* 11,22° 11,25° 7,193 ¢
2 (+0,3011)  (+0,1205) (+0,1235) (+0,0900)  (+0,1026)

Dias 15horas 10,99 ® 11,30 4 11,30 4 11,384 7,450 €
(+0,0784)  (+0,1006) (+0,1189) (#£0,0697)  (+0,0970)

5 horas 10,58 10,55 ° 10,71 ° 10,68 * 7,562°
7 (+0,2777)  (+0,0990) (+0,1279) (+0,1836)  (+0,2655)

Dias 15horas 10,54 ° 10,87 4 11,06 4 10,874 7,297 €
(+0,3724)  (+0,1409) (+0,1152) (+0,2955)  (+0,2091)

Letras iguais na mesma linha indicam semelhanca estatistica (p > 0,05).
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Teste de Atividade Antibiofilme

No tempo experimental de 2 dias pds manipulagdo, os grupos CP/ZrO,/HAn10% e
CP/ZrO,/HAN20% apresentaram os melhores resultados em ambos os periodos, 5 e 15 horas,
sendo que em 5 horas, CP/ZrO,/HAn10% foi estatisticamente semelhante ao MTA e
CP/ZrO,.

No tempo experimental de 7 dias pds manipulagdo, os grupos apresentaram-se

estatisticamente semelhantes entre si. Todos os cimentos apresentaram agao antibiofilme.

(Tabela 7).

Tabela 7 - Valores médios (UFC/mL) e desvio-padrio dos diferentes cimentos referentes a atividade

antibiofilme.
Grupos MTA CP/ZrO2 CP/ZrO2/HAn CP/ZrO2/HAn  Controle
10% 20%

5 horas 6,117° 6,391 ° 5,796 ® 5379° 7,110 €
2 (+0,5849)  (+0,3679) (+0,1241) (+0,3384)  (+0.3594)

Dias 15horas 6,509 ® 6,712° 4,997 4 5,446 % 7,730 €
(+0,6635)  (+0,2284) (+0,2040) (+0,2606)  (+0,8958)

5 horas 5,757° 6,318 % 5961 ° 6,023 ° 6,765 "
7 (+0,1568)  (+0,3616) (+0,3859) (+0,5603)  (+0,5377)

Dias 15horas 5,651 % 5,384 % 5,358 5,351 4 6,916 ¢
(+0,3835)  (+0,3636) (+0,4362) (+0,3424)  (+£0.3674)

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

Discussao

A inclusdo materiais nanoparticulados tem sido realizada (Sanosh 2009; Li et al. 2013;
Zakir et al. 2013) com objetivo de aperfeigoar propriedades mecanicas (Dasgupta et al. 2013)
e antimicrobianas (Evliyaoglu et al. 2011) de biomateriais.

No presente estudo, o MTA mostrou tempo de presa final de 170 + 5 min,

concordando com estudos anteriores (Parirokh & Torabinejad 2010; Grazziotin-Soares et al.
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2013). A adigdo de HAn a 10% a associacdo de CP/ZrO; diminuiu o tempo de presa final.
Uma possivel explicagdo para a diminuicdo no tempo de presa pode ser a presenca do
composto nanoparticulado (HAn), que atuando como um material de preenchimento acelera o
processo de hidratagdo devido a maior area de contato (Akbari et al. 2013).

Menor resisténcia a compressdo foi observada para CP/ZrO,/HAnl0% e
CP/ZrO,/HANn20% quando comparado ao MTA no periodo de 24 horas. Na andlise apos 21
dias de presa, MTA e CP/ZrO,/HAn10% foram similares e mostraram aumento na resisténcia
quando comparado ao periodo de 24 horas (Camilleri 2008). O acréscimo de um material de
preenchimento que diminui a porosidade do cimento pode resultar no aumento de sua
resisténcia a compressao (Akbari et al. 2013). A adicdo de 10% de HAn proporcionou
aumento na resisténcia a compressao do CP/ZrO; aos 21 dias, apos seu periodo hidratacao.
No entanto, este resultado pode ter sido influenciado pela propor¢ao péd/liquido e manipulagao
(Basturk et al. 2013), uma vez que o acréscimo de 20% de HAn nd3o promoveu aumento na
resisténcia a compressao, possivelmente devido a maior quantidade de agua necessaria para
manipulagao.

A adicao 30% de ZrO, promove radiopacidade satisfatoria para um material retro-
obturador (Cutajar et al. 2011), segundo a norma ISO-6876 (2001). A radiopacidade do MTA
e CP/ZrO,/HANn10% ¢ similar e maior que os demais grupos (p < 0,05). Ainda, todos os
cimentos avaliados apresentaram radiopacidade acima dos 3 mm de aluminio minimo exigido
pelas normas de cimentos dentarios (Camilleri et al. 2013; Grech et al. 2013).

A andlise da solubilidade mostra menor solubilidade para o grupo do MTA
(Torabinejad et al. 1995; Danesh et al. 2006) sendo similar ao CP/ZrO; no periodo de 2 dias e
ao CP/ZrO,/HAn10% no periodo de 7 dias (p > 0,05). O CP/ZrO,/HANn20% apresentou a

maior solubilidade em ambos os periodos avaliados, fato que também pode estar relacionado



30

a maior propor¢cdo de agua necessaria para sua manipulagdo (Fridland & Rosado 2003;
Fridland & Rosado 2005).

O MTA e CP apresentam em sua composi¢ao o 0xido de célcio (CaO), precursor o
hidréxido de célcio (Ca(OH),), responsavel pela liberacao de ions hidroxila e elevacao do pH
do meio (Duarte et al. 2003). As associagoes de CP/ZrO,/HAn10% ¢ CP/ZrO,/HAn20%
demonstraram o maior valor de pH nos periodo avaliados. Camilleri et al. (2011) estudaram o
processo de hidratagdo da associagdo de CP/ZrO, e MTA ProRoot quando imersos em HBSS,
mostrando a presenga de calcio hidratado, hidroxido de célcio e tracos de etringita,
relacionados a liberagao de ions hidroxila e elevagdo do pH durante a hidratagao do cimento.

O E. faecalis apresenta habilidade de sobreviver em meio alcalino de 11,1, além da
capacidade de formar biofilme (Evans et al. 2002). O teste antimicrobiano por difusdo em
agar, apesar de consagrados na literatura (Gomes et al. 2004; Morgental et al. 2011),
apresenta limitagdes relacionadas a solubilidade e capacidade de difusdao do material no meio
(Nawal et al. 2011), além de dificuldade de avaliagdo de um material apds presa. A
metodologia desenvolvida por Faria-Junior et al. (2013) permite avaliagao da propriedade
antimicrobiana sobre bactérias na forma de biofilme, apos a reacdo de presa dos cimentos,
diferente dos estudos que avaliam agdo antibacteriana na forma planctonica (Eldeniz et al.
2006).

Os cimentos avaliados ndo foram capazes de reduzir completamente o E. faecalis. Os
grupos que mostraram maior agao diante o biofilme foram as associagdes contendo 10% e
20% de HAn, em relagao ao MTA e CP/ZrO; (p < 0,05). No periodo experimental de 7 dias,
todos os cimentos mostraram semelhanga estatistica e superior ao controle. Guerreiro-
Tanomaru et al. (2012), relataram que o pH de CP puro ou adicionado a diferentes

radiopacificadores, como ZrO,, atinge valores de 10,2. Assim como Faria-Junior et al. (2013)
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o presente estudo demonstrou valores de pH semelhantes para o MTA e CP/ZrO2/Han10%,
proximos ao necessario para atuagdo sobre E. faecalis. (McHugh et al. 2004).

A agdo antimicrobiana de nanoparticulas contra a formagdo de biofilme de E. faecalis
tem sido estudada (Evliyaoglu et al. 2011; DaSilva et al. 2013; Wu et al. 2014),
demonstrando que a atuagdo depende da forma de emprego das nanoparticulas (Wu et al.
2014) e do tempo de contato (Shrestha & Kishen 2012). Segundo Wu et al. (2014), um maior
tempo permite maior interacdo entre as cargas negativas da parede celular bacteriana e as
cargas positivas das nanoparticulas.

Ran et al. (2013) descreve que o pH do meio tem importancia no efeito sobre E
faecalis, uma vez que a bomba de protons presente na parede celular bacteriana, permite sua
sobrevivéncia excretando H™ do citoplasma celular para manutencdo da alcalinidade. Diante
dos presentes resultados, a adicdo de 10% de HAn ao CP contendo ZrO, como
radiopacificador demonstra adequadas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e

antibiofilme.

Conclusao

A associagdo de CP com ZrO, e HAn 10% proporciona propriedades fisico-quimicas,

mecanicas e antibiofilme adequadas, com potencial para uso alternativo ao MTA.
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3 DISCUSSAO

Desenvolvido no inicio dos anos 90 por Torabinejad (Torabinejad et al.**, 1993), o
Mineral Trioxido Agregado (MTA) ¢ indicado para obturagdo retrograda (Al-Kahtani et al.*,
2005), selamento de perfuragdes radiculares (Main et al.?!, 2004), plug apical (Saunders®’,
2008) entre outras aplicagdes por suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

A adigdo do 6xido de bismuto (Bi,O3) como radiopacificador no MTA prejudica suas
propriedades fisico-quimicas (Coomaraswamy et al.'’, 2007). Desta forma, Gomes Cornelio
et al.'” (2011) avaliaram a citotoxicidade de diferentes radiopacificadores associados ao CP
em cultura celular. A analise do Bi,0O3, 6xido de zirconio (ZrO;) e tungstato de célcio
(CaWOy4) em culturas de fibroblastos e osteoblastos, demonstrou que a associagao de CP e
ZrO, apresenta potencial para o uso alternativo como material retro-obturador.

A adicdo de HAn em biomateriais tem ocorrido em funcdo de suas propriedades
osteindutoras e osteocondutora (Sanosh”®, 2009), biocompatibilidade (Wang et al.>>, 2013), e
atividade antibacteriana (Evliyaoglu et al.'®, 2011). O tamanho da particula utilizada foi

embasado nos resultados encontrados por Dasgupta et al."

(2013) que avaliaram propriedades
de HA em diferentes tamanhos, encontrando o melhor conjunto de propriedades fisicas e
biologicas para as nanoparticulas.

O grupo de CP/ZrO, associado a 10% de HAn merece destaque quanto as suas
propriedades avaliadas, apresentando radiopacidade semelhante ao MTA (4,54 mm de Al para
MTA e 4,18 mm para CP/ZrO,/HAn10%), pH alcalino e resisténcia a compressao, assim
como reduzido tempo de presa final. Os resultados de tempo de presa, resisténcia a
compressao podem ser explicados pela adicdo de HAn que por apresentar uma maior

superficie de contato, acelera a hidratagdo e aumenta os nucleos de cristalizagdo do cimento,

. At ~ s 1.2
reduzindo o tempo de presa e aumentando a resisténcia & compressdo (Popovich®, 1979;
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Ramachandran.?*, 1984). Os resultados apresentados no teste de pH, além de estar relacionado

a solubilidade do material (Faria-Junior et al.

, 2013). A elagdo quimica entre os
componentes do CP e da HAn ainda nao elucidados, indicando a necessidade de estudos sobre
interacdes quimicas dos componentes.

A associagdo de CP com ZrO, 30% apresenta valores semelhantes ao MTA para
solubilidade, tempo de presa, pH e resisténcia a compressdo (Camilleri et al.%, 2011; Cutajar
etal.'’, 2011). Apesar do menor valor em relagéo ao encontrado por Camilleri et al.® (2011), a
radiopacidade do CP/ZrO, foi superior a 3 mm de Al, minimo exigido pela norma 1SO-6876"
(2001). A solubilidade do MTA e CP/ZrO, foram semelhantes em ambos os periodos
experimentais, 2 e 7 dias pos-manipulagdo. Tais resultados confirmam a associagdo de
CP/ZrO, como material retro-obturador alternativo, uma vez que as propriedades avaliadas
sao semelhantes as apresentadas pelo MTA comercial.

Os grupos de CP/ZrO,/HAnl10% e CP/ZrO,/HAn20% apresentaram maior
solubilidade, acima dos padrdes da norma ISO-6876" (2001) referente & solubilidade dos
cimentos odontoldgico, fato que pode ser justificado pela maior quantidade de d4gua necessaria
para adequada manipulacio do material, como demonstrado por (Basturk et al.’, 2013).
Apesar dos valores elevados de pH e a radiopacidade minima exigida pelas normas adotadas
como parametro, a associacdo de CP/ZrO,/HAn20% apresentou baixa resisténcia a
compressao e maior tempo de presa quando comparado ao grupo de CP/ZrO,/HAn10%.

A HAn demonstra resultados iniciais adequados para adicdo em biomateriais
reparadores endodonticos. No entanto, estudos adicionais tornam-se necessarios para
avaliacdo das demais propriedades. Seu emprego na area de implantes/proteses, ou como
scaffolds para regeneracdo Ossea (Lima et al.”’, 2011; Wang et al.*>, 2013; Xavier Filho et

al.*®, 2013) demonstra estimular maturacdo e densidade de formagdo. A incorporagdo da HAn
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em biomateriais reparadores endodonticos pode melhorar as propriedades de osteoindugao e
osteoconducdo (Ciobanu et al.’, 2011).

Na analise antimicrobiana dos grupos pelo teste antibiofilme desenvolvido segundo
(Faria-Junior et al."”, 2013), nenhum cimento foi capaz de eliminar bactérias do biofilme de E.
faecalis. Os cimentos experimentais com 10% e 20% de HAn mostraram maior agdo no
periodo experimental de 2 dias pos presa em relagdo aos grupo MTA e CP/ZrO,. Aos 7 dias,
todos os cimentos foram estatisticamente semelhante e superior ao controle.

A literatura ¢ escassa quanto ao relato do potencial antimicrobiano apresentando pelas
particulas de HA. Os trabalhos existentes publicados podem embasar o resultado encontrado,
onde foi notado a inibicdo da formagdo de biofilme quando a luz de cateteres urinarios
implantados em coelhos com infec¢ao urindria foram revestidos por uma camada de HAn
sintetizada com prata (Evliyaoglu et al.'*, 2011) e a eficicia na inibi¢do de culturas gram
positivas e gram negativas pelo método de difusdo em dgar quando HAn, em conjunto com
particulas quitosana, inibiu o crescimento de S. aureus ¢ E. coli (Sutha et al.*, 2013).

O conjunto de resultados apresentado pelo grupo experimental de CP com ZrO; e 10%
de HAn foram satisfatérios e estimulam a execugdo de estudos para avaliacdo de outras
propriedades fisico-quimicas e mecanicas do cimento, como infiltragdo bacteriana,
solubilidade e pH em retrocavidade, fluidez ¢ testes de push out para verificacdo da aderéncia
do cimento a dentina apical.

A pesquisa do potencial de bioatividade do composto também deve compor parte nos
proximos estudos a serem realizados, com imersao em HBSS e avaliagdao em da superficie em
MEV, XRD, testes de viabilidade celular, citotoxicidade, inducdo de proliferacdo de células
Osseas e testes in vivo, em subcutaneo de ratos, mostrando a resposta inflamatéria do

organismo diante o cimento.
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CONCLUSAO

A associagdo de CP com ZrO; e a adicdo de HAn 10% proporciona propriedades
fisico-quimicas e mecanicas adequadas e atividade antibiofilme, com potencial para uso

alternativo ao MTA.
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