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Silva LR. Alteracdo volumétrica do cimento reparador Bio-C Repair em diferentes
condi¢cbes de pH [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2022.

RESUMO

Objetivo: pH &cido pode alterar propriedades de cimentos reparadores. Este estudo
avaliou a alteracdo volumétrica do cimento reparador bioceramico pronto para uso
Bio-C Repair (BCR, Angelus, Londrina, PR, Brasil) apds imersdo em solucao salina
tamponada com fosfato (PBS) (pH 7.0) ou acido butirico (pH 4.5). Metodologia:
Dentes bovinos extraidos foram utilizados para confeccao de tubos de dentina com 4
mm de comprimento, diametro interno de 1,5 mm e espessura das paredes de
aproximadamente 1 mm. Os tubos de dentina foram preenchidos com BCR (n=8) e
mantidos em estufa a 37 °C por 24 horas. Escaneamento inicial em microtomografia
computadorizada (micro-CT; SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica) com tamanho
de voxel de 8.74 um foi realizado. Em seguida, os espécimes foram imersos em 1,5
mL de PBS ou acido butirico e mantidos em estufa a 37°C por 7 dias. ApGs esse
periodo, novo escaneamento em micro-CT foi realizado. Resultados: Bio-C Repair
apresentou perda volumétrica apds imersdo em acido butirico, e aumento de volume
apos imersdao em PBS (p<0.05). As regides analisadas (extremidade e parte interna)
mostraram comportamento volumétrico semelhante para os dois meios de imersao
(p>0.05). Conclusdes: O pH &cido influencia a estabilidade dimensional do cimento
Bio-C Repair, promovendo perda volumétrica.

Palavras — chave: Endodontia. Materiais Dentarios. Microtomografia por Raio-X.
Propriedades Fisicas.



Silva LR. Volumetric change of Bio-C Repair repair cement in different pH conditions
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Objective: Acidic pH can modify the properties of repair cements. This study
evaluated the volumetric change of the ready-to-use bioceramic repair cement Bio-C
Repair (BCR, Angelus, Londrina, PR, Brazil) after immersion in phosphate-buffered
saline (PBS) (pH 7.0) or butyric acid (pH 4.5). Methodology: Extracted bovine teeth
were used to make dentin tubes with a length of 4 mm, an internal diameter 1.5 mm
and wall thickness of approximately 1 mm. The dentin tubes were filled with BCR
(n=8) and kept in oven at 37 °C for 24 hours. Initial scanning in micro-computed
tomography (micro-CT; SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Belgium) with a voxel size of
8.74 um was performed. Then, the specimens were immersed in 1.5 mL of PBS or
butyric acid and kept in oven at and 37 °C for 7 days. After this period, a new micro-
CT scan was performed. Results: Bio-C Repair showed a volumetric loss after
immersion in butyric acid, and volume increase after immersion in PBS (p<0.05). The
analyzed regions (extremity and internal par t) showed similar volumetric behavior
for the two immersion media (p>0.05). Conclusion: The acidic pH influences the
volumetric stability of Bio-C Repair cement, promoting volumetric loss.

Keywords: Endodontics. Dental Materials. X-Ray Microtomography. Physical
Properties.
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1 INTRODUCAO

Bio-C Repair (BCR, Angelus, Londrina, PR, Brasil) € um cimento reparador
bioceramico pronto para uso, composto por silicato tricalcico, aluminato de calcio,
oxido de calcio, 6xido de zircbnio, 6xido de ferro, didxido de silicio e agente de
dispersdo. BCR apresenta citocompatibilidade similar e maior radiopacidade que
Biodentine (Septodont, Saint Maur des Fosses, Franca)?. BCR apresenta
capacidade de preenchimento maior que MTA HP (Angelus, Londrina, PR, Brasil) e
perda volumétrica abaixo de 3% ap6s avaliagdo em microtomografia
computadorizada (micro-CT)3.

Estabilidade dimensional e baixa solubilidade s&o propriedades essenciais
para materiais endodoénticos, diminuindo a possibilidade de infiltracdo bacteriana®.
De acordo com as diretrizes da International Organization for Standardization, bem
como da American Dental Association (ISO°> e ANSI/ADA®), a solubilidade dos
cimentos endodénticos ndo deve exceder 3,0% de perda de massa e a alteracéo
dimensional ndo deve exceder 1,0% na contracdo ou 0,1% na expansdo’. Teste de
solubilidade 1SO 6876/2012° apresenta limitacdes para avaliar materiais a base de
silicato de calcio pela natureza hidrofilica dos cimentos bioceramicos®. A alteragdo
dimensional é avaliada por medidad linear o que nao reflete o comportamento
tridimensional®©,

A imersdo dos cimentos em fluidos corporais simulados como a solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) permite maior proximidade com condicdes
clinicas e promove menor solubilidade para materiais bioceramicos quando
comparados a imersdo em agua destilada!?*?. Valores de solubilidade mais baixos
apos imersdao em PBS podem estar relacionados a interacdo com os ions de fosfato
do fluido corporal simulado, permitindo a formacdo de uma camada superficial de
hidroxiapatita nos materiais a base de silicato de calcio®.

As propriedades fisico-quimicas de materiais reparadores podem apresentar
alterac6es em ambiente &cido'3. O pH &cido pode ocorrer na regido periapical em
decorréncia de eventos inflamatérios'#1®, podendo impactar negativamente na
estabilidade dimensional de materiais bioceramicos reparadores'®'3, Metodologias
que possibilitem simular diferentes condi¢des clinicas, como um pH mais &cido,

podem permitir melhor compreenséao das propriedades fisico-quimicas de cimentos a
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base de silicato de calcio?. O &cido butirico é utilizado para promover pH acido por
ser um dos subprodutos do metabolismo de bactérias anaerdbicas presentes no
desenvolvimento da periodontite apical*?.

Diversos métodos sdo propostos para avaliar as propriedades de materiais
endodonticos. Micro-CT é um método de andlise tridimensional ndo destrutivo capaz
de complementar os testes convencionais ISO/ADA>®'7, Essa metodologia néo
destrutiva pode ser empregada para avaliar o comportamento volumétrico de
cimentos endoddnticos apds imersdo em diferentes meios®1°. No entanto, até o
momento, ndo existem estudos que avaliaram o efeito do pH do meio de imersédo na
alteracdo volumétrica de BCR. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da imersédo em PBS (pH 7.0) ou acido butirico (pH 4.5) na alteracdo
volumétrica do cimento bioceramico pronto para uso, BCR, por meio de micro-CT. A
hipétese nula foi que o pH dos diferentes meios de imersédo nao teria influéncia na

alteracéo volumétrica do cimento BCR.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de solu¢des com diferentes pH na estabilidade volumétrica do

cimento reparador bioceramico Bio-C Repair
2.2 Objetivo Especifico
Avaliar em tubos de dentina bovina, por meio de micro-CT, o efeito do pH na

alteracdo volumétrica do cimento reparador Bio-C Repair apds imersao em &acido
butirico (pH 4.5) ou PBS (pH 7.0) por 7 dias.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) foi o primeiro material & base de silicato
de célcio desenvolvido como material reparador®®. MTA é composto por silicato
tricalcico, silicato dicalcico associado ao Oxido de bismuto, responsavel pela
radiopacidade do material**??, e o seu liquido é composto por agua. Suas indicacdes
incluem capeamento pulpar, pulpotomia, apexificagéo, apecigénese e como material
retrobturador?®. No entanto, MTA apresenta desvantagens como tempo de presa
longo e consisténcia arenosa?*, além de poder promover descoloracédo dentaria®>-2’.

BCR é um cimento reparador bioceramico pré manipulado e pronto para uso.
BCR é composto por silicato tricalcico, aluminato de célcio, 6xido de calcio, 6xido de
zirconio (ZrO2), 6xido de ferro, didéxido de silicio e agente de dispersdo. BCR
apresenta citocompatibilidade, biocompatibilidade e induz biomineralizagao® 2.

BCR apresenta resisténcia de unido superior a dentina radicular, porém com
menor resisténcia a compressdo quando comparado com Biodentine e MTA HP?,
Adequada capacidade de preenchimento e baixa alteracdo volumétrica apds
imersdo em agua destilada foram observadas para BCR em comparacdo com MTA
HP e IRM (Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany)3. No entanto, maior percentual de
vazios foi atribuido para BCR e MTA Repair HP quando comparado ao MTA Branco
(Angelus, Londrina, PR, Brasil)%C.

De acordo com as normas ISO/ADA%S, materiais endoddnticos devem
apresentar baixa solubilidade, além de estabilidade dimensional®°. A solubilidade
dos cimentos bioceramicos ndo deve exceder 3% da perda de massa inicial apos
imersdo em agua destilada por 24 horas®, enquanto que a alteracdo dimensional
ndo deve exceder 1,0% na contracdo ou 0,1% na expansdo’. A solubilidade é
determinada pela porcentagem de perda de massa, porém testes convencionais
ISO/ADA>® ndo séo ideais para avaliar cimentos a base de silicato de célcio por ndo
replicar situacdes clinicas’, pois a perda de massa de materiais hidraulicos ocorre
devido a sua solubilidade e também pela evaporacdo do liquido contido nesses
materiais durante a secagem dos corpos de prova33. Além disso, alteracGes
dimensionais sao medidas apenas na direcao vertical e o cimento pode expandir ou
contrair em todas as dire¢cdes, assim dificultando a medicdo de pequenas

alteracGes®.
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Visando complementar o0s testes convencionais, a microtomografia
computadorizada (micro-CT) permite avaliar as propriedades fisicas de cimentos
endodonticos!’ como capacidade de preenchimento e alteracdes volumétricas.
Torres et al.® (2020) investigaram preenchimento e a alteracdo volumétrica de BCR
apos 7 dias de imersdo em agua destilada, demonstrando adequada capacidade de
preenchimento e baixa alteracéo de volume. Pelepenko et al.®> (2021) demonstraram
similar perda volumétrica para White-MTAFlow (Ultradent Products Inc., South
Jordan, UT) e Biodentine ap6s imersdo em agua destilada por 28 dias. A perda de
volume foi maior para Bio-C Pulpo (Angelus, Londrina, PR, Brasil) em comparacao
com MTA Repair HP e MTA Angelus apds 28 dias de imersédo em agua destilada®®.
Ainda, cimentos bioceramicos obturadores mostraram menores valores de
solubilidade e baixa alteracdo volumétrica apés imersdo em PBS?°, sugerindo que o
meio de imersdo pode influenciar as propriedades de materiais bioceramicos.

Ambientes acidos também podem alterar as propriedades fisico-quimicas dos
cimentos endodonticos e prejudicar a capacidade de selamento a longo prazo®.
Entdo, com o intuito de simular uma condicdo de inflamacao, o &cido butirico pode
ser utilizado por ser um dos subprodutos do metabolismo de bactérias anaerdbicas
presente no desenvolvimento da periodontite apicalt3,

Ashofteh Yazdi et al.®® (2019), mostraram interferéncia na reacdo de
hidratacdo e reducdo na formacdo de hidréxido de célcio apdés avaliagdo da
microestrutura de cimentos reparadores a base de silicato de calcio em &cido
butirico (pH=5,4). Akinci et al.1® (2020) apontaram que o ambiente &cido (pH < 7,0)
influenciou a perda volumétrica para materiais bioceramicos reparadores. Por outro
lado, Rodriguez-Lozano et al.*? (2019) relataram que o pH &cido (pH=5,2) ndo
interferiu na citocompatibilidade de cimentos bioceramicos reparadores.

PBS € um fluido tissular contendo fosfato que permite reproduzir condicdes
fisiologicas, sendo, portanto, mais apropriado para avaliacdo de cimentos a base de
silicato de calcio***2. A imersdo em PBS tem promovido menor solubilidade para
materiais bioceramicos quando comparados a imersdo em agua destilada*'®, por

conta da precipitacdo de hidroxiapatita de célcio na superficie dos materiais*.
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4 MATERIAL E METODO

Apresentacdo da abordagem metodolégica empregada para o

desenvolvimento do estudo.

4.1 Calculo do Tamanho da Amostra

Os testes foram realizados com um software especifico G * Power 3.1.7 para
Windows (Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Dusseldorf, Alemanha). O teste
ANOVA foi utilizado com um erro do tipo Alpha de 0,05 e poder Beta de 0,95. Estudo
anterior foi usado para determinar o tamanho do efeito especifico para alteracao
volumétrica, 0,89%2. Um total de 8 espécimes por grupo foi indicado como sendo o

tamanho ideal necessario.

4.2 Preparo dos Espécimes e Escaneamento em Micro-CT

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA:
n° 37/2020), dentes bovinos extraidos foram selecionados por radiografias digitais
(Kodak RVG 6100 Digital Radiography System, Marne-la-Vallée, Franca) para
confirmar a auséncia de anomalias. As raizes foram seccionadas transversalmente
com disco de carborundum (Dentorium Products Co. Inc., Farmingdale, Nova York),
obtendo espécimes com 4 mm de comprimento. Posteriormente, um Unico operador
previamente treinado e calibrado realizou o preparo dos canais radiculares utilizando
brocas Gates-Glidden numero 6 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) para
confeccdo de tubos cilindricos com diametro interno de 1,5 mm e espessura das
paredes de aproximadamente 1 mm. Durante o preparo, os canais foram inundados
com solucéo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1%. Na irrigacao final, os espécimes
foram imersos com 5 mL de NaOCl a 2,5% e 5 mL de EDTA 17%, por 3 minutos,
seguido de agua destilada. Apdos o preparo, os espécimes foram cobertos com gaze
umedecida em agua destilada e deionizada e armazenados em estufa a 37 °C por
24 horas com a finalidade de manter a dentina umedecida. Decorridas as 24 horas,
as cavidades foram preenchidas com BCR (n = 8) utlizando um kit de
condensadores (Ref.: 324501, n° 2, 3 e 4; Golgran; Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil). As amostras foram mantidas em estufa a 37 °C e umidade relativa de 95%
por 24 horas. Apés esse periodo, os espécimes foram submetidos a escaneamento

inicial em micro-CT (SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica), utilizando os
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seguintes parametros: filtro de cobre e aluminio, frame 4, passo de rotacdo de 0,5,
rotacdo de 180°, 80 kV, 300 mA e tamanho de voxel de 8,74 um (Figura 1).

Figura 1 - Imagem representativa da confecgéo dos tubos de dentina, preenchimento e
escaneamento em micro-CT

e
<
o
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e
2
C_) »
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A, Radiografias dos dentes. B, Tubos de dentina com 4 mm de comprimento, diametro
interno 1,5 mm e espessura das paredes de aproximadamente 1,0 mm. C, Tubos de dentina
preenchidos com Bio-C Repair (n=8). D, Amostras posicionadas para escaneamento em
micro-CT.

Fonte: Elaboragé&o prépria.

AplOs o escaneamento inicial das cavidades preenchidas pelo material, os
espécimes foram imersos em 1,5 mL de PBS (pH 7.0) ou acido butirico (Sigma; pH
4.5) e mantidos em estufa a 37 °C por 7 dias (Figura 2). A solucdo de &acido butirico
foi trocada a cada 24 horas. Novos escaneamentos em micro-CT foram realizados

apos 7 dias usando os mesmos parametros descritos anteriormente.
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Figura 2 - Imagem representativa dos tubos de dentina imersos em 1,5 mL de PBS ou acido
butirico por 7 dias

Foto: Arquivo Pessoal

A solucéo de &cido butirico foi trocada a cada 24 horas.

Fonte: Elaboracao propria.

4.3 Avaliacao por Micro-CT da Alteracdo Volumétrica

As reconstrugdes das imagens foram realizadas no programa NRecon
(V1.6.4,7; SkyScan, Bélgica) (Figura 3). Um alinhamento geogréafico das imagens
nos diferentes periodos experimentais foi realizado utilizando a fungdao “3D
registration” do software Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) (Figura 4). As
andlises quantitativas das imagens foram realizadas através do software CTAn
(V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica) (Figura 5). Para andlise de alteracdo volumétrica,
cada espécime foi dividido em trés partes: 2 mm para cada extremidade e 2 mm no
centro da amostra (parte interna) para observar a interferéncia do meio de imerséo
em toda a amostra, conforme demonstrado na Figura 6. Para tanto, no software
CTAnN, foi determinada a seccéo transversal que representa o0 meio do espécime e a
partir deste ponto, toda extensao superior da mostra (extremidade) foi adicionada na
regido de interesse para analise volumétrica, sendo 0 mesmo procedimento repetido
para a parte inferior (extremidade). Para analise da parte interna, foram removidos

da regido de interesse 1 mm superior e 1 mm inferior, considerando apenas 0s 2 mm
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centrais. Desta forma, foi realizado o calculo da diferenca no volume total dos

materiais, em mm3, antes e ap0s as imersdes. A faixa de escala de cinza necessaria

para reconhecer cada objeto do estudo foi determinada em um histograma de

densidade usando thresholding adaptativo. Modelos tridimensionais foram criados

pelo software CTVox (v.3.2, Bruker-microCT).

Figura 3 - Reconstru¢des das imagens através do software NRecon

% Bio D\BIO D_ NRecon(1-1 cluster)
Actions View Options Help

SH|AEFM K roon MO®O[ KB N

i
=
» B

Prj 0000 Zoom 23.83% (3832,10)=60416

Fonte: Elaboragéo prépria.

- X
Reconstructic
Stat  Settings Advanced Output Summary
= Postion N2 2
WPk
h fastest 1304
Fine tuning. Preview
l Top 1466
~ Bottom 785
Step 1
Recomment ded 7.
maximum range 1822878
Addto batch Start
Connection
Re-conne ct Disconnect | [ JLocal only

Disconnect after staying idle for [Tminute =

Color
inverse Grey v

Figura 4 - Sobreposicao das imagens antes e ap0s 0s periodos experimentais utilizando o

software Data Viewer

45 DataViewer - 3D reg: BioD_rec <> BIO D_rec 3D registration

Actions View Options

- ~Input: image volumes for registration

[Veight] | File
100 BIO D__rec1335.bmp

100 BioD_reci254 bmp
(a): Alpha blending with selected or cor

[

X-Z (COR) _‘} ﬂ
-
Y (TRAY

X-¥ (TRA 7} ﬂ

-G Qs

For Help, press F1

VOI (352x351x189)@(45,39,29) (226, 6, 228)=000

Fonte: Elaboracao prépria.

12765 4+) 19289 Apha

Ref 255

Registration parameters {Target > Reference)

25476 +y 15963 Beta

Reset
Load...
51099 +7 311002 Gamma
Regster all |

2¥ (sAG)

7? R Draw VOI >




18

Figura 5 — Imagem representativa da analise de alteragcédo volumétrica no software CTAN
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Figura 6 — Imagem representativa da divisdo da amostra em 3 partes para analise da
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@} bioc_rec_tar1093.png - CTAn @} bioc_rec_tar1093.png - CTAn

File View Profile Image Projection Help B File View Profile Image Projection Help
F> EeE"B D A@ ™ K > ESEVYB D A4@ O ®?
x x
]
°
[}
°
£
o
<4
*
E :
-
@
-
o E
°
[}
T
£
o
=
-
X
w
§
g g
; :
&5
OEER CEEE

A, Extremidade e B, Parte interna.

Fonte: Elaboragéo prépria.



19

5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e
apresentaram distribuicdo ndo normal. O teste Mann Whitney foi usado para

comparacdes entre os grupos com nivel de significancia de 5%.
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6 RESULTADO

Bio-C Repair apresentou perda volumétrica apds imersdo em &acido butirico,
engquanto que a imersdo do material em PBS levou a um ganho de volume (p<0.05).
As regides analisadas (extremidade e parte interna) mostraram comportamento
volumétrico semelhante independente do meio de imersdo empregado (p>0.05)
(Tabela 1 e Figura 7).

Tabela 1 - Mediana, minima e maxima do percentual de alteracdo volumétrica da
extremidade e parte interna do cimento Bio-C Repair em diferentes meios de

imersao
PBS ACIDO BUTIRICO
Extremidade 0,5760 (0,1112-2,2529)2 -0,5837 [-2,8335 — (-0,2402)]°
Parte interna 0,3590 (-1,785-2,0027)2 -0,4709 [-1,4254 — (-0,0320)]°

Diferentes letras minUsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre
0s grupos (p<0.05). Nao houve diferenca significativa entre extremidade e parte interna para
0 mesmo meio (p>0.05).

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 7 - Modelos tridimensionais utilizando o software CTVox

ACIDO BUTIRICO

B10-C REPAIR

Reconstrugdes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposi¢cdo do volume do cimento
Bio-C Repair antes (vermelho) e apés (verde) imersdo em PBS ou &cido butirico por 7 dias.
Areas densas em verde indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam
perda de volume.

Fonte: Elaboracao prépria.
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7 DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito do pH na alteracdo volumétrica do cimento
reparador BCR apds imersdo em acido butirico ou PBS por 7 dias. Foram utilizados
tubos de dentina bovina, que permitem maior proximidade com a clinica e interacao
do material bioceramico com a dentina**. O acido butirico foi utilizado para simular
um pH &cido na presenca de reagfes inflamatdrias durante o desenvolvimento da
periodontite apical'®. PBS foi selecionado por simular um fluido corporal simulado®.

A hipotese nula foi rejeitada, uma vez que BCR mostrou comportamento
volumétrico distinto apdés imersdo nas diferentes condicdes de pH. Nossos
resultados mostraram que BCR apresentou perda volumétrica apos imersdo em
acido butirico. Embora este seja 0 primeiro estudo a avaliar a alteracdo volumétrica
de cimentos reparadores bioceramicos prontos para uso em ambiente acido,
dificultando comparacbes diretas, cimentos reparadores bioceramicos com
apresentacdo po-liquido também mostraram perda volumétrica apds imersdo em
acido butirico®4?, corroborando com nossos achados. Os resultados podem ser
relacionados ao ambiente acido que pode interferir na formacdo de cristais de
hidroxiapatita, alterar o processo de hidratacdo dos bioceramicos, além de levar a
uma rapida dissolucédo dos materiais, ocasionando perda de volume342, Além disso,
o pH &cido pode prejudicar a dureza superficial'®, a resisténcia de unido!®, a
resisténcia a compressdo*®, bem como aumentar o grau de porosidade de materiais
reparadores®.

Por outro lado, BCR apresentou aumento volumétrico apés imersdo em PBS.
Esse resultado pode ser relacionado a combinacdo dos ions célcio de cimentos
bioceramicos e o fosfato da solucdo de imersdo, formando apatita carbonatada“®,
podendo resultar em ganho de volume. Além disso, a interacdo de materiais
bioceramicos em contato com a dentina promove precipitacdo de uma camada
interfacial de hidroxiapatita com a estrutura dentinaria®’.

Em concordancia com nossos resultados, estudo prévio mostrou aumento
volumétrico apdés imersdao em PBS para materiais reparadores bioceramicos com
apresentacdo po-liquido!3. No entanto, esta é a primeira investigacdo quanto a
alteracdo volumétrica de BCR em diferentes condi¢cdes de pH. Assim, os resultados
obtidos no presente estudo podem servir como referéncia para futuras investigagdes

empregando materiais bioceramicos reparadores prontos para uso.
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As alteracOes volumétricas observadas neste estudo apos imersdo de BCR
em acido butirico ou PBS podem ser consideradas baixas, uma vez que, mesmo em
meio acido permaneceram inferiores a 3% (mediana abaixo de 1%), sugerindo
adequado comportamento volumétrico. Estudo prévio demonstrou baixa alteracéo de
volume para BCR apds imersdo em agua destilada3.

Com base nos achados do presente estudo, as diferentes condicbes de pH
afetaram o comportamento volumétrico do cimento bioceramico reparador Bio-C
Repair. Contudo, embora ndo existam normas especificas para avaliacbes
realizadas em micro-CT, Bio-C Repair apresentou estabilidade volumétrica e

potencial aplicacéo clinica mesmo em ambiente com pH acido.
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8 CONCLUSAO

Os meios de imersdo influenciaram na alteragdo volumétrica do material
pronto para uso Bio-C Repair, com perda volumétrica em &cido butirico (pH 4.5) e
ganho de volume em PBS (pH 7.0). As regibes analisadas nao influenciaram a

alteracdo volumétrica de Bio-C Repair.
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APENDICE A - ARTIGO CIENTIFICO*

Efeito da Imersdo em Solugdo Salina Tamponada com Fosfato ou Acido Butirico na Alteragio
Volumétrica do Cimento Reparador Bioceramico Pronto para Uso Bio-C Repair

SUMMARY

Acidic pH can modify the properties of repair cements. This study evaluated the volumetric change
of the ready-to-use bioceramic repair cement Bio-C Repair (BCR, Angelus, Londrina, PR, Brazil)
after immersion in phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.0) or butyric acid (pH 4.5). Extracted
bovine teeth were used to make dentin tubes with a length of 4 mm, an internal diameter 1.5 mm and
wall thickness of approximately 1 mm. The dentin tubes were filled with BCR (n=8) and kept in oven
at 37 °C for 24 hours. Initial scanning in micro-computed tomography (micro-CT; SkyScan 1176,
Bruker, Kontich, Belgium) with a voxel size of 8.74 um was performed. Then, the specimens were
immersed in 1.5 mL of PBS or butyric acid and kept in oven at and 37 °C for 7 days. After this
period, a new micro-CT scan was performed. Bio-C Repair showed a volumetric loss after immersion
in butyric acid, and volume increase after immersion in PBS (p<0.05). The analyzed regions
(extremity and internal part) showed similar volumetric behavior for of two immersion environment
(p>0.05). The acidic pH influences the volumetric stability of Bio-C Repair cement, promoting

volumetric loss.

Keywords: endodontics, dental materials, x-ray microtomography, physical properties

* Artigo escrito nas normas do periodico Brazilian Dental Journal para o qual pretende-se submeter.



30

INTRODUCAO

Materias bioceramicos devem apresentar propriedades fisico-quimicas adequadas (1)
Bio-C Repair (BCR, Angelus, Londrina, PR, Brasil) é um cimento reparador biocerdmico
pronto para uso, composto por silicato tricélcico, aluminato de célcio, 6xido de célcio, 6xido
de zirconio, oxido de ferro, dioxido de silicio e agente de dispersdo. BCR apresenta similar
citocompatibilidade e maior radiopacidade que Biodentine (Septodont, Saint Maur des Fosses,
Franca) (2,3). BCR mostrou baixa alteracdo volumétrica apds imersdo em agua destilada, com
valores inferiores a 3%, por meio de microtomografia computadorizada (micro-CT) (4).

Estabilidade dimensional e baixa solubilidade sdo propriedades essenciais para
materiais endodoénticos, diminuindo a possibilidade de infiltracdo bacteriana (5). De acordo
com as diretrizes da International Organization for Standardization, bem como da American
Dental Association (ISO (6) e ANSI/ADA (7)), a solubilidade dos cimentos endoddnticos néo
deve exceder 3,0% de perda de massa e a alteracdo dimensional ndo deve exceder 1,0% na
contracdo ou 0,1% na expansdo (8). Teste de solubilidade ISO 6876/2012 (6) apresenta
limitacGes para avaliar materiais a base de silicato de calcio pela natureza hidrofilica dos
cimentos bioceramico (9). A mensuragdo das alteracdes dimensionais sdo realizadas em Unica
direcdo, podendo néo refletir as alteracbes de contracdo ou expansao (10,11).

As propriedades fisico-quimicas de materiais reparadores podem apresentar alteracdes
em ambiente &cido (12). pH &cido pode ocorrer na regido periapical em decorréncia da
presenca de racdo inflamatdria (13), impactando na estabilidade dimensional de materiais
bioceramicos reparadores (14,12), ocasionando perda volumétrica (12). Metodologias que
possibilitem simular diferentes condicdes clinicas, como um pH mais acido, podem permitir
melhor compreenséo das propriedades fisico-quimicas de cimentos a base de silicato de calcio
(15).

A imersdo de cimentos bioceramicos em fluidos corporais simulados como solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS) permite maior proximidade com condicfes clinicas e
demonstra menor solubilidade para materiais a base de silicato de calcio quando comparados
a imersdo em agua destilada (16). Valores de solubilidade mais baixos apds imersdo em PBS
podem estar relacionados com a interacdo dos ions calcio de cimentos bioceramicos e o
fosfato do fluido corporal simulado, permitindo a formagdo de uma camada superficial de

hidroxiapatita nos materiais a base de silicato de célcio (5).
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Diversos métodos sdo propostos para avaliar as propriedades de materiais
endoddnticos. Micro-CT é um método de analise tridimensional ndo destrutivo capaz de
complementar os testes convencionais ISO/ADA (6,7,16). Essa metodologia pode ser
empregada para avaliar o comportamento volumétrico de cimentos endoddnticos apds
imersdo em diferentes meios (17,18). No entanto, até 0 momento, ndo existem estudos que
avaliaram o efeito do pH do meio de imersdo na alteracdo volumeétrica de BCR. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da imersdo em PBS (pH 7.0) ou acido butirico (pH
4.5) na alteracdo volumétrica do cimento bioceramico pronto para uso, BCR, por meio de
micro-CT. A hipotese nula foi que o pH dos diferentes meios de imersdo néo teria influéncia
na alteracdo volumétrica do cimento BCR.

MATERIAL E METODOS

Célculo do tamanho da amostra

Os testes foram realizados com um software especifico G * Power 3.1.7 para
Windows (Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Dusseldorf, Alemanha). O teste ANOVA
foi utilizado com um erro do tipo Alpha de 0,05 e poder Beta de 0,95. Estudo anterior foi
usado para determinar o tamanho do efeito especifico para alteracdo volumétrica, 0,89 (19).
Um total de 8 espécimes por grupo foi indicado como sendo o tamanho ideal necessario.

Preparo dos espécimes e escaneamento em micro-CT

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA: n°
37/2020), dentes bovinos extraidos foram selecionados por radiografias digitais (Kodak RVG
6100 Digital Radiography System, Marne-la-Vallée, Franca) para confirmar a auséncia de
anomalias. As raizes foram seccionadas transversalmente com disco de carborundum
(Dentorium Products Co. Inc., Farmingdale, Nova York), obtendo espécimes com 4 mm de
comprimento. Posteriormente, um Unico operador previamente treinado e calibrado realizou o
preparo dos canais radiculares utilizando brocas Gates-Glidden nimero 6 (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suica) para confeccdo de tubos cilindricos com didmetro interno de 1,5 mm e
espessura das paredes de aproximadamente 1 mm. Durante o preparo, 0s canais foram
inundados com solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1%. A irrigacéo final foi realizada
com 5 mL de NaOCl a 2,5% e 5 mL de EDTA 17%, por 3 minutos, seguido de dgua destilada.
Apdbs o preparo, 0s espécimes foram cobertos com gaze umedecida em agua destilada e

deionizada e armazenados em estufa a 37 °C por 24 horas. Decorridas as 24 horas, as
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cavidades foram preenchidas com Bio-C Repair (n = 8) utilizando um kit de condensadores
(Ref.: 324501, n% 2, 3 e 4; Golgran; Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil). As amostras foram
mantidas em estufa a 37 °C e umidade relativa de 95% por 24 horas. Ap0s esse periodo, 0s
especimes foram submetidos a escaneamento inicial em micro-CT (SkyScan 1176, Bruker,
Kontich, Bélgica), utilizando os seguintes parametros: filtro de cobre e aluminio, frame 4,
passo de rotacdo de 0,5, rotacdo de 180°, 80 kV, 300 mA e tamanho de voxel de 8,74 um.
Ap0ls o escaneamento inicial das cavidades preenchidas pelo material, 0s especimes
foram imersos em 1,5 ml de PBS (pH 7.0) ou acido butirico (Sigma; pH 4.5) e mantidos em
estufa a 37 °C por 7 dias. A solucdo de &cido butirico foi trocada a cada 24 horas. Novos
escaneamentos em micro-CT foram realizados ap6s 7 dias usando 0s mesmos parametros

descritos anteriormente.

Avaliacdo por micro-CT da alteracdo volumétrica

As reconstrucbes das imagens foram realizadas no programa NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica). Um alinhamento geografico das imagens nos diferentes periodos
experimentais foi realizado utilizando a fungdo “3D registration” do software Data Viewer
(V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica). As analises quantitativas das imagens foram realizadas atraves
do software CTAN (V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica). Para analise de alteracdo volumétrica, cada
espécime foi dividido em trés partes: 2 mm para cada extremidade e 2 mm no centro da
amostra (parte interna), conforme demonstrado na Figura 1. Para tanto, no software CTAnN, foi
determinada a seccdo transversal que representa o meio do espécime e a partir deste ponto,
toda extensdo superior da mostra (extremidade) foi adicionada na regido de interesse para
analise volumétrica, sendo o mesmo procedimento repetido para a parte inferior
(extremidade). Para analise da parte interna, foram removidos da regido de interesse 1 mm
superior e 1 mm inferior, considerando apenas 0s 2 mm centrais. Desta forma, foi realizado o
célculo da diferenga no volume total dos materiais, em mm3, antes e apds as imersdes. A faixa
de escala de cinza necessaria para reconhecer cada objeto do estudo foi determinada em um
histograma de densidade usando thresholding adaptativo. Modelos tridimensionais foram

criados pelo software CTVox (v.3.2, Bruker-microCT).

Analise Estatistica
Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e
apresentaram distribuicdo ndo normal. O teste Mann Whitney foi usado para comparagoes

entre 0s grupos com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Bio-C Repair apresentou perda volumétrica apos imersao em acido butirico, enquanto
que a imersdo do material em PBS levou a um ganho de volume (p<0.05). As regides
analisadas (extremidade e parte interna) mostraram comportamento volumétrico semelhante

independente do meio de imersdo empregado (p>0.05) (Tabela 1 e Figura 2).

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito do pH na alteracdo volumétrica do cimento
reparador BCR apds imersdo em acido butirico ou PBS por 7 dias. Foram utilizados tubos de
dentina bovina, que permitem maior proximidade com a clinica, possibilitando a interacdo do
material biocerdmico com a dentina (20). O &acido butirico foi utilizado para simular um pH
acido na presenca de reacdes inflamatdrias durante o desenvolvimento da periodontite apical
(12). PBS foi selecionado como um fluido corporal simulado (10).

A hipotese nula foi rejeitada, uma vez que BCR mostrou comportamento volumétrico
distinto apds imersao nas diferentes condigdes de pH. Nossos resultados mostraram que BCR
apresentou perda volumétrica apds imersdo em &cido butirico. Embora este seja 0 primeiro
estudo a avaliar a alteracdo volumétrica de cimentos reparadores bioceramicos prontos para
uso em ambiente acido, dificultando comparacdes diretas, cimentos reparadores bioceramicos
com apresentacdo po-liquido também mostraram perda volumétrica apds imersao em acido
butirico (12,21), corroborando com nossos achados. Tais resultados podem ser justificados
uma vez que o ambiente acido pode interferir na formacdo de cristais de hidroxiapatita, alterar
0 processo de hidratacdo dos bioceramicos, além de levar a uma répida dissolucdo dos
materiais, ocasionando perda de volume (12,21). Além disso, o pH &cido pode prejudicar a
dureza superficial (14), a resisténcia a compressdo (22), bem como aumentar o grau de
porosidade de materiais reparadores (14).

Por outro lado, BCR apresentou aumento volumétrico apds imersdo em PBS. Esse
resultado pode estar relacionado com a combinagdo dos ions calcio de cimentos biocerdmicos
e o fosfato da solucdo de imersdo, formando apatita carbonatada (23), podendo resultar em
ganho de volume. Além disso, a interagcdo de materiais biocerdmicos em contato com a
dentina promove precipitacdo de uma camada interfacial de hidroxiapatita com a estrutura
dentinaria (24).
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Em concordancia com nossos resultados, aumento volumétrico foi observado apds
imersdo em PBS para materiais reparadores biocerdmicos com apresentacdo po-liquido (12).
No entanto, esta € a primeira investigacdo quanto a alteracdo volumétrica de BCR em
diferentes condicbes de pH. Assim, os resultados obtidos no presente estudo podem servir
como referéncia para futuras investigagdes empregando materiais bioceramicos reparadores
prontos para uso.

As alteracdes volumétricas observadas neste estudo apods imersdo de BCR em acido
butirico ou PBS podem ser consideradas baixas, uma vez que permaneceram inferiores a 3%
(mediana abaixo de 1%), sugerindo adequado comportamento volumétrico. Estudo prévio
demonstrou baixa alteracdo de volume para BCR apds imersdo em agua destilada (4).

Com base nos achados do presente estudo, as diferentes condi¢bes de pH afetaram o
comportamento volumétrico do cimento bioceramico reparador Bio-C Repair. Contudo,
embora ndo existam normas especificas quanto as avaliacGes realizadas em micro-CT, Bio-C
Repair apresentou estabilidade volumétrica e potencial aplicagdo clinica mesmo em ambiente
com pH &cido.

Em conclusdo, os meios de imersdo influenciaram na alteracdo volumétrica do
material pronto para uso Bio-C Repair, com perda volumétrica em &cido butirico e ganho de

volume em PBS.

RESUMO (EM PORTUGUES)

O pH acido pode alterar propriedades de cimentos reparadores. Este estudo avaliou a
alteracdo volumétrica do cimento reparador bioceramico pronto para uso Bio-C Repair (BCR,
Angelus, Londrina, PR, Brasil) apds imersdo em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
(pH 7.0) ou &cido butirico (pH 4.5). Dentes bovinos extraidos foram utilizados para confec¢édo
de tubos de dentina com 4 mm de comprimento, didmetro interno de 1.5 mm e espessura das
paredes de aproximadamente 1 mm. Os tubos de dentina foram preenchidos com BCR (n=8) e
mantidos em estufa a 37 °C por 24 horas. Escaneamento inicial em microtomografia
computadorizada (micro-CT; SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica) com tamanho de
voxel de 8.74 um foi realizado. Em seguida, os espécimes foram imersos em 1.5 mL de PBS
ou &cido butirico e mantidos em estufa a 37°C por 7 dias. ApOs esse periodo, novo
escaneamento em micro-CT foi realizado. Bio-C Repair apresentou perda volumétrica apds
imersdo em acido butirico, e aumento de volume ap6s imersdo em PBS (p<0.05). As regides

analisadas (extremidade e parte interna) mostraram comportamento volumétrico semelhante
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para os dois meios de imersdo (p>0.05). O pH &cido influencia a estabilidade dimensional do

cimento Bio-C Repair, promovendo perda volumétrica.
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TABELA

Tabela 1 - Mediana, minima e maxima do percentual de alteracdo volumétrica da extremidade
e parte interna do cimento Bio-C Repair em diferentes meios de imerséo

PBS ACIDO BUTIRICO
Extremidade 0,5760 (0,1112-2,2529)? -0,5837 [-2,8335 — (-0,2402)]°
Parte interna 0,3590 (-1,785-2,0027)? -0,4709 [-1,4254 — (-0,0320)]°

Diferentes letras minusculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre

0s grupos (p<0.05). N&o houve diferenca significativa entre extremidade e parte interna para o
mesmo meio (p>0.05).
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Imagem representativa da divisdo da amostra em 3 partes para anélise da alteragdo
volumétrica no software CTAN. A, extremidade e B, parte interna.

Figura 2. Reconstrugdes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposi¢do do volume do
cimento Bio-C Repair antes (preto) e apos (cinza) imersdo em PBS ou acido butirico por 7
dias. Areas em cinza indicam ganho de volume, enquanto areas em preto indicam perda de
volume.
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