o

"‘ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁ”ij “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara )

sssss

BERNARDO CESAR COSTA

ANALISE DE CIMENTOS A BASE DE SILICATO DE CALCIO ASSOCIADO A
DIFERENTES RADIOPACIFICADORES

Araraquara

2016

VAVAOYHYNY || 30



R

7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁ"”q"“ “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

VAVAOYHYNY || 30

BERNARDO CESAR COSTA

ANALISE DE CIMENTOS A BASE DE SILICATO DE CALCIO ASSOCIADO A
DIFERENTES RADIOPACIFICADORES

Tese apresentada ao Programa de Pdés-graduacéo
em Odontologia — Area de Endodontia, da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista para obtencdo do

titulo de Doutor em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Mario Tanomaru Filho

Araraquara

2016



Costa, Bernardo Cesar

Andlise de cimentos a base de silicato de cdlcio associado a
diferentes radiopacificadores / Bemardo Cesar Costa -- Araraquara:
[sn.], 2016.

JO £ ;30 cm.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Odontologia
Orientador: Prof Dr Mario Tanomaru Filho

1. Materiais dentarios 2. Propriedades fisicas e quimicas 3. Cimento
desilicato I. Titulo

Ficha catzlograficz elaborada pela Bibliotecéria Marley C. Chinseli Montzgnoli, CRBE-8/3646
Servige Técnico de Bibliotecz & Documentag@e da Fzeuldede d= Odontologia d= Araraquara / UNESP




BERNARDO CESAR COSTA

ANALISE DE CIMENTOS A BASE DE SILICATO DE CALCIO ASSOCIADO A
DIFERENTES RADIOPACIFICADORES

COMISSAO JULGADORA

TESE PARA OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Mario Tanomaru Filho
2° examinador: Prof. Dr.(a) Anamaria Pessoa Pereira Leite
3° examinador: Prof. Dr. lvaldo Gomes de Moraes

4° examinador: Prof. Dr. Idomeo Bonetti - Filho

5° examinador: Prof. Dr. Renato de Toledo Leonardo

Araraquara, 16 de setembro de 2016



DADOS CURRICULARES
BERNARDO CESAR COSTA
NASCIMENTO  24/01/1977

Juiz de Fora — Minas Gerais

FILIACAO Edson Costa

Elisabeth Cesar Costa

1998 - 2002 Curso de Graduacao em Odontologia

Faculdade de Odontologia de Nova Friburgo — FONF

2004 - 2005 Curso de especializacdo em Endodontia

Faculdade de Odontologia de Bauru — FOB/USP

2010 - 2012 Curso de Mestrado em Clinica Odontologia — énfase em

Endodontia

Faculdade de Odontologia de Juiz de Fora — UFJF

2013 - 2016 Curso de Doutorado em Odontologia — Area de Endodontia

Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP



“Ando devagar porque ja tive pressa, E levo esse sorriso, porque ja
chorei de mais, Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe, So
levo a certeza de que muito pouco eu sei, ou Nada sei, conhecer as
manhas e as manhas, O sabor das massas e das magis. E preciso
amor pra puder pulsar, é preciso paz pra poder sorrir, é preciso a
chuva para florir.

Penso que cumprir a vida, seja simplesmente compreender a
marcha, ir tocando em frente, como um velho boiadeiro, levando a
boiada eu vou tocando os dias pela longa estrada, eu vou, Estrada
eu sou, conhecer as manhas e as manhas, O sabor das massas e
das magas. E preciso amor pra puder pulsar, é preciso paz Pra
poder sorrir, é preciso a chuva para florir Todo mundo ama um dia,
todo mundo chora, Um dia a gente chega, no outro vai embora,
cada um de nos compoe a sua historia, cada ser em si carrega o
dom de ser capaz, e ser feliz, conhecer as manhas e as manhas, O
sabor das massas e das magas. E preciso amor pra puder pulsar, é
preciso paz Pra poder sorrir, é preciso a chuva para florir Ando
devagar porque ja tive pressa, E levo esse sorriso, porque ja chorei
de mais. Cada um de nos compode a sua historia, cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz, e ser feliz”

(Almir Sater/ Renato Teixeira)
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Costa BC. Andlise de cimentos a base de silicato de calcio associado a
diferentes radiopacificadores [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia de Araraquara, UNESP; 2016.

Resumo

O MTA e cimento Portland (PC) sao cimentos de silicato de célcio. O 6xido de
bismuto presente na MTA pode afetar as propriedades fisico-quimicas e
biolégicas do material. Novos radiopacificadores como 6xido de itérbio (Yb,Os3)
e o tungstato de célcio (CawWwO,) podem melhorar propriedades do
material. No capitulo 1, foram realizadas avalicdes de propriedades fisico-
guimicas, citotoxicidade e potencial bioativo do MTA Angelus (MTA), cimento
de silicato de calcio (CSC) e CSC com 30% de 6xido de Itérbio (CSC/Yb,03). O
tempo de presa inicial e final foi avaliado com agulhas Gilmore. A resisténcia a
compresséo foi analisada em maquina de ensaios mecanicos. A radiopacidade
foi verificada com radiografias dos materiais e escala de aluminio. O teste de
solubilidade e escoamento foram realizados de acordo com ISO 6876/2002. Os
dados foram submetidos ao teste ANOVA e Tukey (5% de significancia). A
viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio MTT e corante Vermelho
Neutro, enquanto o potencial de mineralizacdo por meio da atividade de
fosfatase alcalina e vermelho de Alizarina. Os dados foram submetidos aos
testes Anova e Tukey e Bonferroni (5% de significancia). O potencial bioativo
foi avaliado em microcopia eletronica de varredura.

No capitulo 2, materiais a base de silicato tricalcico (TSC) associado
ao tungstato de céalcio (CaWO4) e Yb,0O; foram avaliados em
comparacao ao MTA (Angelus, Londrina, Brasil) e ao TSC. O tempo
de presa inicial e final foi avaliado com agulhas Gilmore. A solubilidade foi
analisada apés imersdo em agua destilada. A radiopacidade foi
avaliada por meio de radiografias dos materiais com escala de
aluminio. O tempo de presa foi mensurado por agulhas de Gilmore.
O pH foi avaliado por peagametro digital. A bioatividade foi

avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura ap0s imersao em



PBS. A alteracdo volumétrica (em mm?) foi avaliada em cavidades
preenchidas com o0s materiais experimentais e escaneadas em
Micro-CT (SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica) apos 7 e 30
dias de imersdo em agua destilada. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e teste de Tukey, com 5% de significancia.
Conclui-se que o Yb,0O3associado ao cimento de silicato de célcio promove
radiopacidade adequada é citocompativel e apresenta potencial bioativo. Além
disso, a associacdo do cimento de silicato tricalcico ao CaWO,4 e ao
Yb,O3 promove radiopacidade, solubilidade, capacidade de
alcalinizacdo e baixa alteracdo dimensional, sugerindo seu uso como

radiopacificador de materiais a base de silicato de calcio.

Palavras-chave: Materiais dentarios. Propriedades fisicas e quimicas. Cimento

de silicato.



Costa BC. Analysis of calcium silicate cement based associated with different
radiopacifiers [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia de
Araraquara, UNESP; 2016.

Abstract

The MTA and Portland cement (PC) are calcium silicate cements. Bismuth
oxide in the MTA composition may affect physicochemical and biological
properties. The ytterbium oxide (Yb,O3) and calcium tungstate CawO4 amy
improve the performance of the material. In Chapter 1, it were evaluated some
physicochemical properties, bioactive potential and cytotoxicity of MTA Angelus
(MTA), calcium silicate cement (CSC) CSC and 30% ytterbium oxide (CSC /
Yb,03). The setting time initial and final was evaluated with Gilmore needles.
Compressive strength was analyzed on a mechanical testing machine. The
radiopacity was observed with X-rays of the materials and aluminum scale.
solubility and flow tests were conducted based on ISO 6876/2002. The data
were submitted to ANOVA and Tukey test (5% significance). Cell viability was
assessed by MTT assay and Neutral Red dye, while the mineralization potential
were avaluated by alkaline phosphatase activity and alizarin red. The data were
submitted to tests One and Two Way ANOVA and Tukey and Bonferroni (5%
significance). The bioactive potential was evaluated in scanning electron
microscopy. In chapter 2, tricalcium silicate based (TSC) associated with
calcium tungstate (CaWwO,) and Yb,O3; were evaluated in comparison to the
MTA (Angelus, Londrina, Brazil) and pure TSC. The setting time initial and final
was evaluated with Gilmore needles. Solubility was assessed after immersion in
distilled water. The radiopacity was assessed by radiographs of materials with
aluminum scale. The pH was measured by digital pH meter. The bioactivity was
assessed by scanning electron microscopy after immersion in PBS. The
volumetric change (in mm?®) was evaluated in cavities filled with experimental
materials and scanned in Micro-CT (SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Belgium)
after 7 and 30 days of immersion in distilled water. The data were submitted to
ANOVA and Tukey's test at 5% significance. We concluded that Yb,O3



combined with calcium silicate cement provides adequate radiopacity is
citocompativel and presents bioactive potential. Furthermore, the combination
of tricalcium silicate cement to CawO, and Yb,O3; promotes radiopacity,
solubility, alkalinizing ability and low dimensional change suggesting its use as

radiopacifier calcium silicate based materials.

Keywords: Dental materials. Physical and chemical properties. Silicate cement.
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1 INTRODUCAO

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) é um cimento de silicato de calcio
indicado para tratamento de perfuracbes (Juarez Broon et al.?®, 2006),
pulpotomia (Bortoluzzi et al.?, 2009), capeamento pulpar direto (Nair et al.*,
2009), rizogénese incompleta (de Lima et al.**, 2007; Orosco et al.*®, 2010) e
apicificacdes (Floratos et al.’®, 2013), sendo composto por cimento Portland
(CP) associado ao radiopacificador éxido de bismuto (Hwang et al.?’, 2009).

Considerando-se que o principal componente do MTA é o CP, varios
estudos tém demonstrado que as propriedades fisico-quimicas, mecanicas e
biologicas destes materiais sdo semelhantes. Assim, MTA e CP s&@o cimentos
de silicato de célcio (CSC) com propriedades semelhantes (Holland et al.?*,
2001; Islam et al.?®, 2006; Saidon et al.*®, 2003).

O silicato tricélcico (53,1%), silicato dicélcico (22,5%), 6xido de bismuto
Bi»O3 (21,6%) e tracos de sulfato de célcio sdo os principais componentes do
MTA (Gandolfi et al.'”, 2010; Saidon et al.*®, 2003). Desta forma, cimentos a
base de silicato tricalcico sdo propostos como materiais alternativos ao MTA
(Camilleri et al.®, 2013; Grech et al.?*, 2013) uma vez que o silicato tricalcico é
responsavel pela bioatividade do material (Camilleriet al.®, 2013). Apés a
reacdo com agua, ocorre a hidratacdo do silicato tricélcico e,
consequentemente a formacéao do silicato de calcio hidratado e do hidroxido de
célcio (Camilleri et al.’, 2011).

O mecanismo de acao bioldgica para o MTA, CP e hidréxido de calcio foi
semelhante em tecido subcutaneo de ratos (Holland et al.?*, 2001). A
citotoxicidade in vitro e biocompatiblidade in vivo também sdo semelhante para
MTA e CP (Saidon et al.*®, 2003). Propriedades fisicas e mecanicas do MTA e
CP apresentam semelhanca, exceto para a radiopacidade, onde o CP
apresenta resultados inferiores (Islam et al.?®, 2006)

A radiopacidade € uma propriedade essencial de um material
retrobturador. A radiopacidade do MTA corresponde a 7,17 mm de aluminio
(Torabinejad et al.*?, 1995). O CP contendo 20% de Bi,Os; apresenta
radiopacidade aceitavel (Kim et al.*°, 2008). Porém a presenca de Bi,O3 no
MTA reduz a liberagé@o de hidroxido de célcio, aumenta a solubilidade e causa

deterioracéo na estabilidade dimensional do material (Cutajar et al.*?, 2011).
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Além disso, menor viabilidade celular foi demonstrada para a associacdo do
CSC ao Bi,0O3 em relagdo ao oxido de zircénio e tungstato de calcio (Gomes
Cornelio et al.'®, 2011). Desta forma, novos radiopacificadores tém sido
propostos como alternativa ao Bi,Os.

O Bi,03 presente no MTA, pode ser substituido por varias concentracdes
de éxido de zirconio (ZrO,) no CP (Camilleri et al.”, 2011). Essa combinagéo na
proporcao de 30% deste radiopacificador demonstra radiopacidade, resisténcia
a compresséao, tempo de presa, absorcdo de agua e solubilidade similar ao
ProRoot MTA (Cutajar et al.*?, 2011). A associacdo CP + 30 % de Bi,Oz e 0
MTA branco apresentaram radiopacidade (5,88 e 5,72 mm de Al
respectivamente), seguido por CP + 6xido de zircénio ZrO, (3,87 mm de Al) e
CP + iodoférmio (3,50 mm de Al) (Bortoluzzi et al.*, 2009).

O Itérbio (Yb) € um elemento macio, maleavel e bastante ductil que exibe
um brilho prateado e reage lentamente com a agua. O Yb nanoparticulado em
solucdo de NaYbF,4, usado como contraste em tomografias computadorizadas,
demonstrando baixa citotoxidade, além de ser, facilmente, excretado sem
remanescentes detectaveis nos corpos de animais (Xing et al.**, 2012).

O trifluoreto de itérbio (YbF3) foi incorporado ao cimento ionbmero de
vidro (CIV) e demonstrou um aumento de 1% para 2% na dureza superficial do
material, além da reducéo do tempo de presa e do tempo de trabalho (Prentice
et al.*®, 2006). Em outro estudo a radiopacidade do YbF; foi comparada ao
diéxido de titanio, quartzo, zircdnia, Bi,Os, sulfato de béario, demosntrando que
pelo menos 30% de YbF; foram suficientes para se conseguir uma
radiopacidade satisfatoria, sem alterar as propriedades do cimento
experimental (Collares et al.'°, 2010).

Tungstato de célcio (CawQ,) tém sido empregado como radiopacificador
em cimentos para uso na Endodontia. Recentemente, esse composto foi
incorporado ao cimento MTA HP (Angelus, Londrina, Brasil). O MTA HP, em
lancamento pela Angelus (Brasil). O material apresenta as mesmas indicagdes
que o cimento MTA. (Silva et al.*°, 2016; Camilleri et al.?, 2013)

Em recente estudo, foi demonstrado que um cimento a base de silicato
de calcio o associado ao radiopacificador CaWO, apresenta propriedades
fisico-quimicos semelhantes ao MTA Angelus, como tempo de presa, baixa
solubilidade, pH alcalino e ainda libera ions célcio (Bosso-Martelo et al.?, 2016).
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Além disso, essa associacdo apresenta potencial bioativo e composicao
semelhante ao MTA Angelus (Collares et al.'°, 2010).

O potencial bioativo dos CSC tem sido demonstrado. Apds imersédo de
dois cimentos a base de silicato de célcio e o ProRoot MTA branco em PBS,
precipitados de cristais de apatita na interface material-dentina foram
observados aumentando de acordo com o tempo de imerséo. (Shokouhinejad
et al.*, 2012).

A estrutura e composicao quimica do precipitado formado apos a imersao
do ProRoot MTA branco é formada de carbonato de calcio e hidroxido de célcio
quando imerso em agua destilada e de fosfato de calcio quando imerso em
PBS (Han et al.?®, 2010). Alguns autores observaram que o MTA em contato
com solucdes de fosfato, resultava na formacéo de cristais de apatita (Martin et
al.*?, 2007; Reyes-Carmona et al.*’, 2009). Os fons de célcio liberado pelo MTA
reagem com o fosfato do PBS, resultando na formacg&o de hidroxiapatita ou
apatita carbonada (Bozeman et al.®, 2006; Gandolfiet al.'”, 2010). Os cimentos
a base de silicato de calcio sdo descritos como materiais bioativos, estaveis e
capazes de promover formac&o de cristais de hidroxiapatita (Han et al.>, 2010)

A microtomografia computadorizada (micro CT) representa um importante
meio de para avaliagdo de propriedades de materiais, apresentando
caracteristicas ndo destrutiva e tridimensional. Este método tem sido usado
para analise de diversas propriedades, como alteracdes volumétricas de
materias, presenca de falhas em obturacdes, forma e limpeza do canal
radicular, entre outras (Hammad et al.?, 2009; Metzger et al.**, 2010; Somma
et al.**, 2011). A alta resolucdo proporcionada pela microtomografia pode ser
usada para analise de materiais e técnicas em endodontia, aperfeicoando a
avaliacdo de materiais (De-Deus'®, 2012).

Dentre algumas propriedades, a solubilidade apresentada pelo material
retrobturador deve seguir normas da American National Standar Institut /
American Dental Association,/ American Dental Association (ANSI/ADA) sendo
inferior a 3% (ANSI/ADA Specification no. 57*, 2000; Hungaro Duarte et al.?®,
2012).

A microtomografia computadorizada tem sido proposta para analise da
solubilidade de forma alternativa, o uso da por meio da quantificagdo da
alteracdo volumétrica (Cavenago et al.?, 2014).



18

Novos radiopacificadores como Oxido de itérbio (Yb,Os) e tungstato de
calcio (CawO,) podem ser associados aos cimentos de silicato de célcio e ao
silicato de tricélcico. Propriedades fisico-quimicas e bioldgicas destas novas
associacfes devem ser avaliadas visando o desenvolvimento de uma novas

propostas de biomateriais.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

1-

Investigar o tempo de presa, solubilidade, resisténcia a compressao,
radiopacidade, escoamento, citotoxicidade e potencial bioativo do MTA
Angelus (MTA), cimento de silicato de calcio (CSC) e CSC associado ao
radiopacificador 6xido de itérbio (CSC/Yb,03) em concentracdo de 30% -

publicacéo 1.

2- Avaliar as propriedades de solubilidade, radiopacidade,

tempo de presa, pH, além do potencial bioativo e alteracédo
volumétrica em Micro-CT de materiais a base de silicato
tricalcico (STC) associado aos radiopacificadores tungstato
de calcio (CaWO,) e o O6xido de itérbio (Yb,03) em
comparacdao ao MTA (Angelus, Londrina, Brasil) e ao STC —

publicacdo 2.
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3 PUBLICACAO 1

Oxido de Itérbio como radiopacificador de cimentos & base de silicato de calcio.

Propriedades fisico-quimicas e biolégicas*

Resumo

Objetivo Avaliar propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade e potencial bioativo do MTA
Angelus (MTA), cimento de silicato de célcio (CSC) e CSC com 30% de Oxido de Itérbio
(CSC/Yb,03).

Materiais e métodos O tempo de presa inicial e final foi avaliado com agulhas Gilmore. A
resisténcia a compressao foi analisada em maquina de ensaios mecanicos. A radiopacidade foi
verificada com radiografias dos materiais e escala de aluminio. Os testes de solubilidade e
escoamento foram realizados baseados na ISO 6876/2002. Os dados foram submetidos ao teste
ANOVA e Tukey (5% de significancia). A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio
MTT e corante vermelho neutro, e o potencial de mineralizacdo por meio da atividade de
fosfatase alcalina e vermelho de alizarina. Os dados foram submetidos aos testes Anova e Tukey
e Bonferroni (5% de significancia). O potencial bioativo foi avaliado em microscopia eletronica
de varredura.

Resultados Os materiais apresentaram tempo de presa inicial e escoamento semelhantes. O
CSC/Yb,05 apresentou menor solubilidade. MTA apresentou menor resisténcia & compressao e
radiopacidade semelhante ao CSC/Yb,0s. Todos os materiais promoveram viabilidade celular e
a atividade da enzima fosfatase alcalina foi semelhante. A analise em MEV mostrou estruturas
sugerindo a presenca de depdsitos de fosfato de célcio na superficie dos materiais,
demonstrando potencial bioativo.

Conclusdo O Yhb,0s associado ao cimento de silicato de célcio apresenta propriedades fisico-
quimicas adequadas, é citocompativel e demonstra potencial bioativo, sugerindo seu uso como
radiopacificador de materiais a base de silicato de célcio.

Relevancia clinica CSC/Yb,0O; apresenta potencial para uso como radiopacificador de de

materiais de silicato de calcio.

Palavras-chave Cimento Portland. Radiopacidade. Cimento de silicato de célcio. Agente

radiopacificador.

* Artigo submetido para publicacéo no periddico Clinical Oral Investigation
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Introducéo

O Mineral Triéxido Agregado (MTA) é um material a base de cimento Portland (CP), composto
por silicato tricalcico, aluminato tricalcico, 6xido tricalcico, silicato de calcio [1] associado ao
oxido de bismuto como radiopacificador [2]. O MTA apresenta varias indicacdes clinicas como
tratamento de perfuracdes [3], pulpotomias [4], capeamento pulpar direto [5], rizogénese
incompleta [6, 7] e apicificacBes [8]. O CP é um cimento de silicato de célcio (CSC) com
propriedades fisico-quimicas, mecéanicas e biologicas semelhantes ao MTA [9-11].

O oxido de bismuto (Bi,Os) presente no MTA reduz a liberacdo de hidréxido de célcio,
aumenta a solubilidade e causa deterioracdo na estabilidade dimensional do material [12]. Além
disso, menor viabilidade celular foi demonstrada para a associagdo do CSC ao Bi,O; em relagdo
ao oxido de zircbnio (ZrO,) e tungstato de célcio (CaWQ,) [13]. O Bi,O; tem sido responsavel
pela descoloragdo dos dentes por interagir com o colageno dos tecidos dentais duros [14] além
de reagir com o hipoclorito de sddio usado no tratamento endoddntico [15]. Desta forma, novos
radiopacificadores tém sido estudados como alternativa ao Bi,Os,

Substancias contendo Itérbio (Yb) sdo empregadas em exames por imagem [16].0 Yb é um
metal macio, maleavel e bastante dictil que reage lentamente com a 4gua. Nanoparticulas de Yb
(NaYDbF,) apresentam baixa citotoxidade e ndo causam dano tecidual [17]. A incorporacdo do
trifluoreto de Itérbio (YbF;) ao cimento iondmero de vidro promoveu aumento da dureza do
material, além da reducdo do tempo de presa e de trabalho [18]. A utilizacdo do YbF; na
concentracdo de 30% foi suficiente para promover radiopacidade satisfatoria, sem alterar as
propriedades de um cimento experimental [19].

A associagdo do CP ao YbF; demonstrou radiopacidade superior a 4 mm/Al e aumento na
resisténcia a compressdo do material [20]. A natureza deste metal ndo é critica para ligacdo do
DNA, clivagem do DNA e ndo apresentarem citotoxicidade [21].

Os cimentos a base de CSC sdo descritos como materiais bioativos, estaveis e capazes de
promover formacdo de cristais de hidroxiapatita [22]. A anélise da estrutura e composicao
quimica desses materiais mostrou a formacdo de carbonato de célcio e hidroxido de célcio
quando imerso em agua destilada e a formacéo de fosfato de célcio quando imerso em PBS [23].
O MTA em contato com solugdes fosfatadas promove a formagéo de cristais de apatita [24-26].
Os ions calcio liberados pelo MTA reagem com o fosfato do PBS, resultando na formacéo de
hidroxiapatita ou apatita carbonada [27, 28].

O objetivo deste estudo foi avaliar propriedades fisico-quimicas e biolégicas da associacdo

do Yb,05 ao cimento a base de silicato de célcio.

Materiais e métodos

Para avaliagdo das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos materiais experimentais

(Tabela 1), serdo realizados os seguintes ensaios.
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Avaliagdo das propriedades fisico-quimicas

Tempo de presa

O teste de tempo de presa foi realizado segundo a 1SO 6876/2002. Foram confeccionados 6
corpos-de-prova para cada material com 10 mm de didmetro e 1 mm de altura. Uma agulha de
Gilmore com massa de 100 + 0,5 g e 2 = 0,1 mm de didmetro de ponta foi utilizada para o
tempo de presa inicial e uma outra agulha de Gilmore com massa de 456 + 0,5ge 2 = 0,1 mm
de diametro de ponta foi utilizada para o tempo de presa final, segundo a ASTM C-266-03
(2007). Os materiais foram mantidos na estufa a 37°C durante o experimento. O tempo de presa
foi determinado como a média de tempo entre o inicio da manipulacéo e o tempo transcorrido

até que a agulha ndo promovesse marcas na superficie dos cimentos.

Solubilidade

Moldes circulares foram confeccionados tendo como base as medidas preconizadas por
Carvalho-Junior et al. [29], apresentando 1,5 mm de espessura e 7,75 mm de diametro interno.
Cada molde foi posicionado sobre laminula de vidro recoberta por uma pelicula de papel
celofane e preenchido com o material a ser avaliado (n=6). Um fio de nylon foi incluido na
massa dos cimentos. O conjunto foi armazenado em estufa com temperatura de 37° C por 15
horas, até a completa presa do material. Os corpos de prova foram removidos dos moldes,
pesados em balanga de precisdo HM-200 (A & D Enginnering, Inc., Bradford, MA, EUA) até
estabilizacdo da massa (massa inicial) e suspensos por meio da fixagdo dos fios de nylon no
interior de recipientes plasticos com tampa contendo 7,5 ml de agua destilada e deionizada. Os
recipientes permaneceram em estufa a 37°C por sete dias, quando os corpos de prova foram
removidos da agua destilada, enxaguados e colocados em desumidificador para assim serem
pesados novamente até estabilizacdo da massa, obtendo-se a massa final. A perda de massa foi
expressa em porcentagem da massa original. As pesagens foram repetidas trés vezes para cada

amostra.

Resisténcia a compressao

Para o teste de resisténcia @ compressao, os corpos de prova (n=6) foram confeccionados de
acordo com Islam et al. [10]. Os cimentos foram colocados dentro de um molde de forma
cilindrica com 12 mm de altura e 6 mm de diametro. O conjunto foi colocado na estufa. Apos 3
horas as amostras foram removidas do molde e a superficie plana de cada amostra foi
delicadamente lixada com uma lixa de papel de granulometria 600. As amostras ficaram na
estufa (37°C e 95% umidade) até o periodo de 24 horas e 21 dias, as quais foram submetidas ao
teste de compressao em uma maquina de ensaios Emic DL (Emic Equipamentos e Sistemas de

Ensaio, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) com uma célula de carga de 5KN a uma velocidade
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de 0,5mm/minuto. A tensdo maxima suportada em MPa foi calculada (MPa) usando a forca

maxima suportada e o didmetro dos cilindros (1Pa=1N/1m2).

Radiopacidade

O teste de radiopacidade foi realizado segundo Tanomaru-Filho et al. [30]. Foram utilizados
anéis metalicos com diametro interno de 10 mm e altura de 1 mm, sendo confeccionados 6
corpos de prova para cada material. Apoés a manipulacdo, os materiais foram colocados nos
anéis preenchendo-os. Esses anéis foram mantidos a 37°C e 100% de umidade, por 48 horas,
para que tomassem presa. Apds esse periodo de tempo, foi posicionado um disco de cada
material e uma escala de aluminio sobre um filme oclusal onde foram radiografados. As
radiografias foram realizadas com um aparelho de Raios-X GE 1000 (General Eletric,
Milwaukee, WI) operando a 50 kV, 10 mA e 18 pulsos por segundo, com distancia focal de 33
cm, em filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY). Os filmes foram revelados com
solugdo nova em uma reveladora automatica, digitalizados com escéner e avaliados usando o
software UTHSCSA ImageTool for Windows version 3.00, onde foram selecionadas as areas de
cada degrau da escala de aluminio e dos cimentos para determinar a equivaléncia da

radiopacidade dos cimentos em milimetros de aluminio.

Escoamento

O teste de escoamento foi realizado de acordo com a norma ISO 6876:2002. Apds a
manipulagdo dos materiais, 0,05 mL de cimento foi colocado no centro de uma placa de vidro.
Outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento e um peso de 100 gramas sobre a
placa superior, totalizando 120 g mantidos por 10 minutos. A média entre 0 maior e menor
didmetro do cimento entre as placas de vidro foi mensurada. A diferenca entre os valores do
maior e menor didmetro foi menor que 1 mm para todas as amostras. Para cada material
avaliado foram realizadas 6 amostras. A area ocupada pelo cimento também foi utilizada para
analise do escoamento. Para isso, 0s corpos de prova foram fotografados ao lado de uma régua
milimetrada e as imagens foram avaliadas no programa UTHSCSA Image Tool for Windows
Versdo 3.00 (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/download.html) para calculo a area do cimento em

mm?>.

Avaliacao das propriedades biologicas

Cultura de células e preparacéo dos extratos dos materiais
As células Saos-2 (ATCC HTB-85) foram cultivadas em frascos T-75 (Jetbiofil, Elgin, SR,

EUA), contendo o meio D-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com
10% de soro fetal de bovino (FBS, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EUA),
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penicilina (100 IU / mL) (Sigma-Aldrich), estreptomicina (100 ug / mL) (Sigma-Aldrich) em
95% de atmosfera humida, 5% de CO, e 37 ° C até confluéncia.

Para o preparo dos materiais, um grama de p6 foi pesado e manipulado com agua destilada
sobre uma placa de vidro estéril. Apds a preparacdo, o material foi adaptado no fundo do poco
de uma placa de 12 pocos e hidratada com gaze umidificado. As placas foram entdo mantidas a
37°C durante 15 horas para permitir a reacdo de presa completa dos materiais. Apds este tempo,
as placas foram expostas a luz ultravioleta durante 30 minutos, para desinfec¢do e 5 mL de meio
de cultura DMEM, sem FBS, foi colocado em cada poco das placas, e mantido durante 24 horas
(37°C, 95% umidade e 5% de CO,. Ap0s 24 horas, para observar dose-resposta de cada material
foram realizadas dilui¢des dos extratos (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8) em D-EMEM sem PBS.

Ensaio MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Este ensaio baseia-se na capacidade
da enzima desidrogenase mitocondrial em converter o tetrazdlio amarelo, soltvel em agua 3-
(4,5-dimetil-tiazoil)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT; Sigma-Aldrich) em compostos coloridos de
formazam, cuja absorbancia é proporcional a quantidade de células vivas. Ap6s a contagem e
plagueamento das células osteoblésticas Saos-2 (1x10° células / ml) em placas de 96 pogos com
meio de cultura D-MEM com FBS a 10%, as células foram expostas durante 24 horas aos
extratos dos cimentos (200 ul/ pogo) em diluicBes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 e controle (células ndo
expostas aos extratos). Apés 24 horas, o meio de cultura foi substituido por 100 uL de MTT
(0,55 mg/ml) com incubacdo de 3 horas. Em seguida, cada pogo foi lavado com 200 ul de
tampdo de fosfato 1X (PBS 1X, Sigma-Aldrich), e 100 uL de alcool isopropilico (HCI 0.04N
alcool isopropilico, Sigma-Aldrich) foi adicionado em cada pogo para solubilizar o formazan. A
densidade 6ptica (OD = 570 nm) foi medida utilizando um leitor de microplacas automatizado.

Trés experimentos independentes foram realizados (n=12 por grupo).

Ensaio de vermelho neutro (NR)

Vermelho neutro é um corante vital que € incorporado por endocitose e acumula-se nos
lisossomos de células que tm as suas membranas intactas. Para esse ensaio, 1x10° células/ml
foram plaqueadas em placas de 96 pogos com meio D-MEM com FBS a 10%, as quais foram
incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, as células foram expostas durante 24 horas aos
extratos dos cimentos (200 ul/ poco) que foram substituidos por 100 uL de solucéo de 50 ug de
NR / ml (Sigma-Aldrich), seguido por incubacdo a 37°C, 95% de humidade e 5% de CO,
durante 3 horas. Em seguida, a solubilizag&o foi realizada com 100 uL da solucéo (50% etanol e
1% de 4&cido acético) (Sigma-Aldrich). As densidades O&pticas foram medidas em

espectrofotometro (EIx800) a 570 nm de comprimento de onda [31]. Trés experimentos



25

independentes foram realizados (n=12 por grupo). De acordo com os resultados de MTT e

vermelho neutro, a diluicdo de cimento selecionada para as analises subsequentes foi de 1: 8.

Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada pelo kit comercial Labtest (Labtest, Lagoa
Santa, MG, Brasil). O principio do método é a hidrolise de monofosfato de timolftaleina por
fosfatase alcalina produzida pelas células, o que ira liberar a cor azul da timolftaleina em meios
alcalinos. Ap6s 24 horas do plaqueamento (1x10° células / mL em placas de 96 pocos), células
Saos-2 foram expostas ao extrato dos cimentos na diluigcdo de 1: 8, ao longo do periodo de 1, 3 e
7 dias. Os materiais eluidos foram renovados a cada dois dias durante todos os 7 dias de
exposicdo das amostras. Depois de cada periodo experimental, todos os extratos de cimento
foram removidos e as células lavadas com 200 uL de PBS 1X, seguido pela adi¢do de 200uL de
uma solucéo de sulfato de lauril e s6dio (1% em &gua destilada, Sigma-Aldrich) a cada pogo. As
amostras passaram por um periodo de repouso de 30 minutos a temperatura ambiente. De
acordo com a recomendacéo do fabricante, 5 uL de cada amostra foi transferido em solucéo de
sulfato de lauril e para microtubos (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), contendo substrato e o
tampéo de enzima. Os sistemas foram incubadas a 37 ° C durante 10 min e adicionou-se 500 ul
de reagente de cor.—A densidade éptica foi avaliada em leitor de microplacas automatico
(ELx800, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA) a 590 nm. O ensaio foi realizado em
sextuplicata e repetida trés vezes de forma independente (N = 18 / grupo). Os dados foram
expressos como a atividade de ALP normalizada pelo nimero de células viaveis no respectivo
periodo de cultura (DO =570 nm) [32].

Coloracao vermelho de Alizarina (ARS)

O corante vermelho de alizarina é usado para identificar os dep6sitos de célcio em culturas de
células. A fim de avaliar a quantidade de calcio depositado pelas células expostas aos diferentes
materiais & base de silicato de célcio, células Saos-2 foram contadas e plaqueadas (1x10*
células/ml) em placas de cultura de 12 pogos. Para este experimento o meio de cultura foi
suplementado com 50ug/mL de é&cido L-ascérbico (Sigma-Aldrich) e 10 mM de B-
glicerofosfato (Sigma-Aldrich). Durante 21 dias, 0 meio D-MEM, com e sem o0s extratos de
cimento (diluicéo 1:8), foi renovado a cada dois dias.

Apos este periodo 0 meio foi aspirado, os pogos foram lavados com PBS e as células fixadas
com paraformaldeido a 10% (Sigma-Aldrich) & temperatura ambiente durante 15 minutos. As
monocamadas foram entdo lavadas duas vezes com &gua destilada antes de se adicionar 1 mL
do corante vermelho de alizarina (2% - pH 4,1 da Sigma-Aldrich) e, assim, mantida a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Apos este periodo, o corante foi aspirado e 0s pocos

lavados 4 vezes com agua destilada (1 mL). As placas foram ent&o, ligeiramente inclinadas para
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favorecer a aspiracdo e deixadas por 2 minutos para facilitar a remocao do excesso de agua, e
foram imediatamente fotografadas (Canon EOS-1D, a Canon Inc, Toquio, Japdo) e analisadas
com o programa ImageTool (Faculdade de Odontologia da Universidade do Texas Health
Science Center, San Antonio, TX, EUA). Trés experimentos independentes foram realizados
(n=12 por grupo).

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste ANOVA e Tukey com 5% de significancia para os testes
fisico-quimicos e mecénicos. Comparacdes da viabilidade celular, atividade da ALP foram
analisadas por Two-way andlise de varidncia (ANOVA) com pos-teste Bonferroni.
Comparac0es de vermelho de alisarina foram realizadas por ANOVA one-way seguido por teste

de Tukey. O nivel de significancia foi de 5%.

Potencial bioativo

Os materiais foram manipulados e adaptados em moldes cilindricos medindo 1 mm de altura x
7,5 mm de diametro, permanecendo em estufa a 100% de umidade e 37° C. Apo6s esse periodo
de presa, as amostras ficaram completamente imersas numa solucdo de PBS (para 500ml de
agua destilada; NaCl anidro - 90g, Na,HPO, — 13,659, Na,H,PO,H,0 — 2,42g). Os corpos de
prova permaneceram imersos no PBS e acomodados numa incubadora a 37°C durante 28 dias.
Apos esse periodo, foi colocada silica gel e soda lima em um recipiente, préximo as amostras, e
mantidas na estufa por 12 horas para remocdo do excesso de umidade dos materiais, que,
posteriormente, foram revestidas de carbono para que houvesse condutividade elétrica. A
avaliacdo microestrutural da superficie dos cimentos foi realizada por meio da visualizacdo em
microscopio eletrdnico de varredura MEV (JEDL, JSM-6610LV Scanning Electron

Microscope, USA) no modo de elétrons secundarios.

Resultados

Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas

Avaliando o tempo de presa, a associagdo CSC/Yb,0; CSC puro e 0 MTA foram semelhantes
quanto ao TPI (p>0,05). O CSC puro e a associacdo CSC/Yb,0; apresentaram menores valores
de TPF que o MTA (p<0,05). No teste de solubilidade, todos os materiais apresentaram valores
abaixo de 3%, preconizados pela norma ISO 6876. O MTA e CSC/Yb,03; foram semelhantes
(p>0,05).

A associacdo de CSC/Yb,0; e CSC puro foram semelhantes (p>0,05) quanto a resisténcia a
compressdo do CSC puro nos dois periodos experimentais (24 horas e 21 dias). MTA
apresentou menor resisténcia a compressdo (p<0,05). Em relacdo ao teste de radiopacidade, a
associagdo CSC/Yh,0; foi semelhante ao MTA (p>0,05) como mostra a tabela 2. Exceto 0 CSC
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puro, todos 0s materiais apresentaram uma radiopacidade superior a 3 mm/Al, como sugerido
pela 1ISO 6876.

O escoamento foi similar para 0 MTA, CSC/Yb,0; e CSC puro (6,87 mm, 6,11 mm e 6,53
mm, respectivamente), quanto ao didmetro. Porém, CSC/Yb,0; apresentou 0 maior escoamento
na anélise de area (40,40 mm?).

Avaliacao das propriedades biol6gicas

Ensaio MTT

O teste de viabilidade celular mostrou que o0 MTA, CSC e CSC/Yb,0; ndo apresentaram efeito
citotoxico, uma vez que a viabilidade celular foi superior (p<0,05) ou semelhante ao do grupo
controle (p>0,05) em todas as diluigdes. (Fig. 1A).

Ensaio de vermelho neutro (NR)

O ensaio NR mostrou também que o MTA, CSC e CSC/Yh,0; ndo apresenaram efeito
citotoxico, uma vez que a viabilidade celular foi superior (p<0,05) ou semelhante ao grupo
controle (p>0,05), exceto para a diluicdo de 1:1, onde houve menor viabilidade celular para os
materiais em relacdo ao grupo controle. Na diluicdo de 1:8, a proliferacdo celular foi
significativamente mais elevada para o material CSC/Yb,0O; em comparacdo aos demais
(p<0,05). Foi observada na dilui¢do 1:8, maior viabilidade celular em relagdo ao grupo controle
para 0 grupo CSC/Yb,0;. Assim, a diluico 1:8 foi selecionada para 0s experimentos
subsequentes (Fig. 1B).

Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A menor viabilidade celular e atividade da fosfatase alcalina foi observada no primeiro dia de
exposicao (Fig 2A e 2B). A atividade de ALP, para todos os grupos, foi aumentada ap6s esse
periodo (Fig. 2B). No terceiro dia de exposi¢do observou-se uma maior atividade de ALP para
0s grupos MTA e CSC quando comparados ao grupo controle (p>0,05). No sétimo dia de
exposicdo, todos os grupos foram semelhantes ao controle para a atividade de fosfatase alcalina
(p>0,05).

Coloragéo do vermelho de alisarina (ARS)

Todos os materiais induziram a uma maior producdo de nddulos mineralizados quando
comparados ao grupo controle (p<0,05) (Fig. 2D). Os grupos MTA e CSC produziram mais
nodulos mineralizados entre os materiais avaliados (p<0,05) (Fig. 2C).

Potencial bioativo

Foram observadas estruturas que sugerem a presenca de depdsitos de fosfato de célcio na

superficie dos materiais, demonstrando seu potencial bioativo (Figura 3).
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Discussao

O radiopacificador presente no MTA (Bi,O3) aumenta a porosidade do material e diminui a
longevidade do cimento [33]. O Yb é um metal com grande potencial radiopacificador devido
ao seu elevado numero atbmico (Z=70). Em relacdo ao tempo de presa inicial, todos 0s
materiais foram semelhantes (p<0,05). O CSC puro e CSC/Yh,03 apresentaram menores valores
de tempo de presa final que o0 MTA. Antonijevic et al. [20] observaram menor tempo de presa
inicial para a associacdo de CSC com YbF3, quando comparado ao CSC puro [20].

A escolha de um radiopacificador é fundamental para diferenciacdo do material das areas
adjacentes [34]. Neste estudo, a associacdo CSC/Yh,0; apresentou radiopacidade semelhante ao
MTA, (5,02 e 5,34 mm/Al respectivamente) (p>0,05) e superior ao CSC puro (1,60 mm/Al).
Exceto o CSC puro, todos os materiais apresentaram uma radiopacidade superior a 3mm/Al,
conforme sugerido pela ISO 6876 [35]. O MTA contém cerca de 25% de 6xido de bismuto e o
CSC foi associado a 30% de Oxido de itérbio, proporcionando adequada radiopacidade ao
material.

Para o presente estudo foi acrescentado 30% do radiopacificador éxido de Itérbio, em
percentual de massa, a0 CSC (CSC/Yb,03). Essa porcentagem de 30% estd em acordo com
valores descritos no trabalho de Collares et al. [19] e préxima a quantidade de Bi,Os encontrada
no MTA [36]. Os resultados deste estudo mostraram que a associa¢do do CSC/Yb,0se 0 MTA
apresentaram radiopacidade superior a 3 mm/Al, conforme recomenda a especificagdo 57 da
ANSI/ADA [37].

A associagdo do CSC/Yb,0; ndo modificou a resisténcia mecénica do CSC (p>0,05),
provavelmente por ndo causar alteragdo no mecanismo de hidratacdo do CSC. No entanto, a
resisténcia a compressdo desses materiais foi superior a do MTA nos dois periodos
experimentais (p<0,05). Prentice et al. [18] utilizaram o Fluoreto de Itérbio (YbF;) e observaram
uma modificacdo positiva nas caracteristicas do cimento de iondmero de vidro, aumentando sua
superficie de dureza [18]. Todos os materiais apresentaram aumento dos valores de resisténcia a
compressdo no periodo de 24 horas para 21 dias. De acordo com o Islam et al. [10], isto ocorre
devido a presa continua dos materiais, 0 que resulta em maior estabilidade ao longo do tempo
[10]. O MTA apresentou 0os menores valores para a resisténcia a compressdo, causada talvez
pela presenca do radiopacificador Bi,Os, que aumenta a porosidade do CP [33], diminuindo sua
resisténcia & compressao.

Nesse estudo, 0 escoamento foi similar para os materiais quando analisados pelo didmetro.
Porém, a associacdo de CSC/Yh,0O; apresentou 0 maior escoamento na analise por area
(p<0,05). Estes resultados sugerem que a associa¢do de Yb,0Os; ao CSC pode promover maior
facilidade para aplicacdo clinica.

O Potencial bioativo do MTA ¢, parcialmente atribuida a capacidade de mineralizagdo de

componentes do CP [24]. A hidratacdo do CP resulta na deposi¢do de hidréxido de célcio na
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superficie do material, que por sua vez produz hidroxiapatita, na presenca de fluidos contendo
fosfato [27, 38]. No presente estudo, foram observadas estruturas que sugerem a presenga de
depositos de fosfato de céalcio na superficie de todos os materiais. Estes resultados sugerem
potencial bioldgico para 0 CSC e sua associagdo CSC/Yb,0s;. A interacdo dos materiais
reparadores com as células osteogénicas apresenta importancia fundamental para os processos
de reparo [39].

MTA, CSC e CSC/Yb,03nédo apresentaram efeito citotdxico em células da linhagem humana
de osteoblastos Saos-2. Mestieri et al. [40] observaram em células da polpa dental humana
(hDPC) que a associagdo de CP com dxido de nidbio Nb,Os apresentou menor viabilidade
celular no primeiro dia de exposi¢do, que foi aumentando com o tempo [41]. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Cornélio-Gomes et al. [42] que avaliaram nas
mesmas diluicbes e mesma linhagem celular o Biodentine (Septodont), MTA Plus (Avalon) e
cimentos experimentais de silicato de célcio (CSC) com resina associados com 6xido niébio
(Nb,Os) como radiopacificadores [42].

Antonijevic et al. [20] avaliaram a biocompatibilidade de 3 cimentos bioativos
endodénticos (MTA, Dentsply, Tulsa, OK), Bioaggregate (BA; Innovative
Bioceramix,Vancouver, BC, Canadd), e Biodentine (BD; Septodont,St Maur des Fosses,
Franca]), investigando o efeito de cimentos e associagcbes na diferenciacdo de células
mesenguimais e mostraram que o YbF; ndo alterou a integridade das células retiradas de 0sso0s
longos (fémur e tibia) de ratos [20].

Foi observada na diluicdo 1:8, maior viabilidade celular em relacdo ao grupo controle para o
grupo CSC/Yhb,03. Assim, uma vez que nao foi observada diferenca estatistica significante entre
0s materiais MTA e CSC, a diluigdo 1:8 foi selecionada para os experimentos de bioatividade
(Fig. 1B).

O ensaio NR complementou os resultados do ensaio de MTT, demonstrando que 0s extratos
dos materiais MTA, CSC e CSC/Yb,0; ndo apresentaram efeito citotéxico na mesma linhagem
celular avaliada, exceto para a diluicdo 1:1, onde foi observada menor viabilidade celular em
relagdo ao grupo controle. Foi observada na diluicdo de 1:8 maior viabilidade celular para o
CSC/YDh,03em reacéo aos outros grupos.

ALP é uma das principais enzimas expressas durante a maturacdo precoce de osteoblastos e
desempenha um papel importante na deposi¢cdo mineral [43]. Apos trés dias de exposi¢cdo aos
extratos de cimentos, a atividade da ALP aumentou para as células Saos-2 especialmente para
0s grupos MTA e CSC, os quais mostraram diferenca significante comparados ao controle. No
sétimo dia, todos os materiais foram semelhantes ao controle (p> 0,05). A capacidade do MTA
para induzir a deposi¢cdo de célcio além de sua bioatividade e potencial para induzir a

diferenciagdo osteogénica tem sido demonstrada [44, 45].
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O vermelho de alizarina € um corante que identifica a deposi¢do de calcio em cultura de
células. No presente estudo, todos os materiais e controle produziram nodulos mineralizados
apo6s 21 dias de cultura de células em meio osteogénico (p<0,05) (Fig. 2D). A associacao
CSC/Yh,0; apresentou a menor atividade de mineralizagdo, mas superior ao grupo controle (p<
0,05).

Com base nos resultados, o Yb,O; pode ser considerado um potencial agente
radiopacificador para ser utilizado em associagdo com CSC, pois apresentou propriedades
fisico-quimicas adequadas. Ainda, demonstra biocompatibilidade e bioatividade. Estudos
adicionais devem ser realizados a respeito da analise quimica dos cimentos incluidos neste
estudo.

Conclui-se que o Yb,0; associado ao cimento de silicato de célcio apresenta propriedades
fisico-quimicas adequadas, é citocompativel e demonstra potencial bioativo, sugerindo seu uso

como radiopacificador de materiais a base de silicato de célcio.
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Tabela 1 Materiais experimentais, procedéncia e proporc¢des empregadas

Material Fabricante

CPB-40 estrutural Votoran, Votorantin cimentos, Camargo
Cimento Silicato de célcio (CSC) Correa Cimentos S.A., Pedro Leopoldo, MG, Brasil),
Proporcdo: 1g pd: 330 pL agua destilada

CSC + 30% Oxido de Itérbio* *Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil
(CSC/Yb,03) Proporcdo: 1g pd: 330 pL agua destilada

MTA, Angelus, Londrina, Brasil

MTA Angelus (MTA) Proporcdo: 1g pd: 330 pL agua destilada

Tabela 2 Valores médios e desvio-padrdo dos testes de tempo de presa, solubilidade e

resisténcia a compressao.

Testes CsC CSC/Yb,03 MTA
Tempo de presa inicial (min) 25,60° 25,60° 25,00°

(£1,34) (+2,60) (+2,82)
Tempo de presa final (min) 93,40° 97,20° 209,0°

(£5,41) (x1,35) (x1,58)

. 1,14° 0,05° 0,03

Solubilidade (+1.11) (+0,06) (+0,05)
Resisténcia a compressao 47.962 39,462 16,13
24 horas (MPa) (£7,45) (£5,78) (£3,95)
Resisténcia a compressao 56,732 59,642 32,01°
21dias (MPa) (£19,83) (£14,60) (£7,76)

Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica significante (p>0,05)

Tabela 3 - Valores médios e desvio-padréo dos testes de radiopacidade e escoamento.

Testes CsC CSC/Yb,03 MTA
. 1,60° 5,022 5 347
Radiopacidade (mm/Al) (£027) (£0.43) (2050
Escoamento (mm) 6,53 6,112 6,87
(£0,69) (+0,66) (+0,40)
Escoamento (mm?) 31,47° 40,40° 30,98
(+8,08) (+9,82) (5,11)

Letras iguais, na mesma linha, indicam semelhanga estatistica (p>0,05)
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Fig. 1 Viabilidade das células osteoblasticas humanas (Saos-2) avaliada pelos ensaios de MTT
(A) e NR (B) apbs 24 horas de exposicdo a diferentes diluicdes dos cimentos (1:1, 1:2; 1:4 e
1:8) CSC, CSC/Yb,03 e MTA, ao meio de cultura sem SFB (controle). Barras com diferentes
letras representam diferenca estatistica significativa entre os extratos dos cimentos e grupo
controle. ANOVA e Bonferroni (p<0.05). CSC = cimento silicato de célcio, CSC+30%Yb,03 +
CSC mais 30% de radiopacificador 6xido de itérbio e MTA = Mineral Tridéxido Agregado e C =

controle.
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Fig. 2 (A) Viabilidade celular da linhagem celular Saos-2 e (B) Atividade da fosfatase alcalina
(ALP) avaliadas ap6s exposicdo aos extratos de cimentos CSC, CSC/Yb,05; e MTA na
diluicdo de 1:8, e meio de cultura (controle) nos periodos de 1, 3 e 7 dias. Barras com diferentes
letras representam diferenca estatistica significativa entre os extratos dos cimentos e grupo
controle. ANOVA e Bonferroni (p<0.05). (C) Anélise estatistica da area mineralizada formada
apés exposicdo da linhagem Saos-2 aos extratos de cimentos CSC, CSC/Yb,03 e MTA na
diluicdo de 1:8, e meio de cultura osteogénico (controle). (D) Imagens da &rea mineralizada
corada pelo vermelho de alisarina 2%. Barras com diferentes letras representam diferenca
estatistica significativa entre os extratos dos cimentos e controle. ANOVA e Tukey (p<0,05).
CSC = cimento silicato de calcio, CSC+30%Yb,05 + CSC mais 30% de radiopacificador 6xido

de itérbio e MTA = Mineral Trioxido Agregado e C = controle.
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Fig 3 Estruturas esféricas, sugerindo a presenca de depositos de fosfato de calcio.
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4 PUBLICACAO 2
Propriedades fisico-quimicas e potencial bioativo de cimentos a base
de silicato tricalcico associado ao tungstato de calcio e Oxido de

itérbio*

Resumo

Objetivo: Avaliar materiais a base de silicato tricalcico (STC) associado
aos radiopacificadores tungstato de calcio (CawWQ,) e o 6xido de itérbio
(Yb,03) em comparacdo ao MTA (Angelus, Londrina, Brasil) e ao STC.
Materiais e métodos: A solubilidade foi analisada apds imersdo em agua
destilada. A radiopacidade foi avaliada por meio de radiografias dos
materiais com escala de aluminio. O tempo de presa foi mensurado por
agulhas de Gilmore e o pH por meio de peagébmetro digital. O potencial
bioativo foi avaliado por Microscopia Eletronica de Varredura apdés
imersdo em PBS. A alteracdo volumétrica (em mm?®) foi avaliada por
meio de Micro-CT (SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica) ap6s 7 e 30
dias de imersdo dos materiais em agua destilada. Os dados foram
submetidos a andalise de varidancia e teste de Tukey, com 5% de
significancia.

Resultados: A solubilidade foi similar entre os materiais (p>0,05). MTA
e associagcfes do STC apresentaram radiopacidade superior a 3 mm Al.
MTA apresentou menor tempo de presa inicial (p<0,05) e STC+30%

CaWO, menor tempo de presa final (p<0,05). Todos os materiais

promoveram alcalinizacdo do meio e apresentaram potencial bioativo.

* Artigo serd submetido para publicagdo no periddico International Endodontic Journal

e esta formatado de acordo com as normas da revista



40

Quanto & analise da alteragdo volumétrica, os materiais apresentaram
aumento de volume, com exce¢cdo do MTA apdés 7 dias e MTA e
STC+30%Yb,03 apo6s 30 dias

Conclusdo: O cimento de silicato tricalcico associado aos
radiopacificadores CaWO, e Yb,0O3; apresentam potencial bioativo, boa
radiopacidade, solubilidade, capacidade de alcalinizacdo do meio e baixa
alteracdo dimensional, apresentando potencial uso clinico como

radiopacificador quando associado ao STC.

Palavras Chaves: Silicato Tricéalcico, Micro-CT, Propriedades Fisico-

quimicas
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Introducéo

Mineral trioxido agregado (MTA) é um material reparador
composto por silicato tricalcico (53,1%), silicato dicalcico (22,5%) e
O0xido de bismuto Bi,O3 (21,6%) (Camilleri 2007; Gandolfi et al., 2010).
Cimentos a base de silicato tricalcico sdo desenvolvidos como materiais
alternativos ao MTA (Camilleri et al. 2013; Grech et al. 2013) uma vez
que, o silicato tricalcico é responsavel pela bioatividade do material
(Camilleri et al. 2013).

Cimentos a base de silicato tricdlcico sdo descritos como materiais
bioativos, capazes de promover formacdo de cristais de hidroxiapatita
(Han & OKiji 2013). Tay et al. 2007 e Reyes-Carmona et al. 2009
observaram a formacdo de cristais de apatita ap6s contato do MTA com
solucbes fosfatadas (Martin et al., 2007; Reyes-Carmona et al. 2009).

O radiopacificador Bi,O3 presente no MTA reduz a liberagcdo de
hidréxido de célcio, aumenta a solubilidade e causa deterioracdo na sua
estabilidade dimensional (Camilleri et al. 2011). Além disso, este
radiopacificador tem sido responsavel pela descoloracdo dental por
interagir tanto com o coldgeno dos tecidos (Marciano et al. 2014) como
com o hipoclorito de sddio (Camilleri 2014). Cimentos de silicato tricélcico
com oOxido de zircénio (ZrO;) como agente radiopacificador demonstra potencial
bioativo (Grech et al. 2013, Camilleri, 2014) e radiopacidade superior a 3 mm de
aluminio (Camilleri et al. 2013).

O o6xido de Itérbio (YbF3) é um radiopacificador com alto poder de

contraste e baixa toxicidade (Antonijevic et al. 2014). O Itérbio (Yb) tem
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sido usado como contraste em exames de tomografia computadorizada
devido a sua biocompatibilidade (Liu et al. 2012).

Tungstato de calcio (CaWwO,) tém sido empregado como radiopacificador de
cimentos reparadores como o cimento MTA-Caps (Acteon, Merignac, France) e MTA
HP (Angelus, Londrina, Brasil) (Setbon et al. 2014; Silva et al. 2016). O
radiopacificador CaWO, associado a um cimento de silicato de calcio
apresenta propriedades fisico-quimicos semelhantes ao MTA Angelus
(Bosso-Martelo et al. 2016) e potencial bioativo (Bosso-Martelo et al.
2015).

Métodos alternativos como o Micro-CT sdo usados para analise
fisico-quimica de cimentos de silicato de calcio (Cavenago et al. 2014 e
Gandolfi et al. 2013). Cavenago et al. (2014) propuseram o0 uso da
microtomografia computadorizada (Micro-CT) para quantificar a
alteracdo volumétrica do MTA em obturacbes retrogradas (Cavenago et
al. 2014). Gandolfi et al. 2013 analisaram propriedades fisico-quimicas
de cimentos endoddnticos empregando Micro-CT.

O objetivo deste estudo foi avaliar o pH, tempo de presa,
radiopacidade, solubilidade, potencial bioativo com analise em
microscopio eletronico de varredura (MEV), e a alteracdo volumétrica
por  Micro-CT do silicato tricalcico quando associado ao
radiopacificadores tungstato de céalcio e o 6xido de itérbio. A hipotese
nula é a de que o acréscimo dos radiopacificadores ndo altera as

propriedades do cimento de silicato tricalcico.
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MATERIAL E METODOS

Materiais
Os materiais disponiveis no mercado e 0s cimentos experimentais
avaliados nesse estudo foram espatulados conforme descrito na Tabela 1.

Métodos

Solubilidade

Moldes circulares foram confeccionados segundo Carvalho-Junior et al. (Carvalho-Junior
et al. 2007) com 1,5 mm de espessura e 7,75 mm de didmetro interno (n=6). Um fio de nylon foi
incluido na massa dos cimentos. O conjunto foi armazenado em estufa com temperatura de 37°
C por periodo superior a 3 vezes 0 seu tempo de presa (15 horas). Os corpos de prova foram
removidos dos moldes, pesados em balanca de precisaio HM-200 (A & D Enginnering, Inc.,
Bradford, MA, EUA) até estabilizagdo da massa (massa inicial) e suspensos por meio da fixagéo
dos fios de nylon no interior de recipientes plasticos com tampa contendo 7,5 ml de agua
destilada e deionizada. Os recipientes permaneceram em estufa a 37°C por sete dias, quando 0s
corpos de prova foram removidos da d&gua destilada, enxaguados e colocados em
desumidificador para assim serem pesados novamente até estabilizacdo da massa, obtendo-se a
massa final. A perda de massa foi expressa em porcentagem da massa original. As pesagens
foram repetidas trés vezes para cada amostra.

Radiopacidade

A radiopacidade foi avaliada segundo as normas I1SO 6876:2002. Angis de teflon com 10 mm de
didmetro e 1 mm de altura foram utilizados para confeccéo de corpos de prova de cada material.
Os materiais foram mantidos a 37 ° C e umidade 100% durante 48 h. Ap0s este periodo, foram
colocados sobre um filme oclusal (insight-Kodak Comp, Rochester, NY, EUA), ao lado de um
escala de aluminio com uma espessura variando de 2 a 16 mm. As radiografias foram realizadas
em aparelho de raios-X GE 1000 (General Electric, Milwaukee, WI, EUA), programado com 50

kV, 10 mA, 18 pulsos por segundo a uma distancia foco filme de 33 cm. Os filmes foram
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processados em um revelador automatico (A/T 2000®XR, Ar Techniques Inc., Hicksville, NY,
EUA). Depois da digitalizacdo da radiografia, a equivaléncia de aluminio para cada amostra foi
determinada em milimetros, usando o UTHSCSA software ImageTool para Windows versao
3.0.

Tempo de presa

O tempo de presa foi avaliado empregando corpos de prova de 10 mm de didmetro e 1
mm de altura. Uma agulha Gilmore ter 100 = 0,5 g e uma ponta didmetro de 2 £ 0,1
milimetros foi utilizada para determinar o tempo de presa inicial, conforme estabelecido
pela ISO 6876: 2002 e foi usada uma agulha Gilmore de 456 + 0,5 g com um didmetro
da ponta de 1 + 0,1 milimetros para determinar o tempo de presa final, tal como
estabelecido pela norma ASTM C-266-03. Os materiais foram mantidos numa estufa a
37 ° C e 95% de humidade durante o periodo de andlise. O tempo de presa dos cimentos
foi estabelecido calculando o tempo médio desde a espatulacdo dos materiais, até nao

mais ocorrer alteragdo da superficie do material pela agulha Gillmore.

pH

Para andalise de pH, tubos de polietileno com 10 mm de
comprimento e 1 mm de didmetro foram preenchidos com cada material
(n=10). Cada tubo foi imerso em 10 ml de agua destilada e mantido na
estufa durante o periodo experimental, sendo que a cada periodo, 0s
tubos foram retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco
com 10 ml de agua destilada. As mensuracfes de pH foram realizadas
apos 3, 12, 24 horas, 7, 14 e 21 dias de imersdo dos discos com o
peagbmetro Digimed (Digimed, Brasil) previamente calibrado. Apds cada
mensuracao em triplicata, a média do pH de cada grupo em cada periodo

experimental foi calculada. Os dados obtidos foram submetidos aos
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testes ANOVA e Tukey, com nivel de significAncia de 5% ou por teste

indicado segundo os dados obtidos.

Potencial bioativo

Os materiais foram manipulados e adaptados em moldes com 1 mm de altura X 7,5 mm
de didametro, permanecendo em estufa a 100% de umidade e 37° C. Apds um periodo de trés
vezes o tempo de presa final, cerca de 6 horas, as amostras ficaram completamente imersas
numa solucdo de PBS (para 500ml de agua destilada; NaCl anidro - 90g, Na,HPO, — 13,65,
Na,H,PO,H,0 — 2,42g). Os corpos de prova permaneceram imersos no PBS a 37°C durante 28
dias. Apds esse periodo, foi colocada silica gel e soda lima em um recipiente mantido na estufa
por 12 horas para remocdo do excesso de umidade dos materiais. Posteriormente, as amostras
foram revestidas de carbono e a avaliagdo microestrutural da superficie dos cimentos foi
realizada por meio da visualizacdo em microscépio eletrnico de varredura MEV (JEDL, JSM-

6610LV Scanning Electron Microscope, USA) no modo de elétrons secundarios.

Alteracdo volumétrica

Cavidades medindo 1 mm de diametro e 3 mm de profundidade
foram confeccionadas em modelos de resina de poliéster (Maxi Rubber,
Industria quimica LTDA, Diadema, Sdo Paulo, Brasil) a partir de uma
matriz metalica. As cavidades foram preenchidas com cada um dos
materiais experimentais logo apds sua manipulacdo e mantidas em estufa
por 24 horas a 37°C e 95% de umidade e escaneadas posteriormente.
ApoOs esse primeiro de escaneamento, os moldes de resina com as
cavidades preenchidas com os materiais permaneceram imersas em agua
destilada pelos periodos de 7 e 30 dias em estufa a 37°C. O segundo
escaneamento foi realizado no periodo de 7 dias. Apds 30 dias do

espatulamento, foi realizado o terceiro escaneamento, ambos, utilizando
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0 microtomografo 1176 (Bruker-microCT, Kontich, Bélgica). Os
parametros de escaneamento foram: voltagem de 50 kv, corrente de 500
pA, 18 pm de tamanho de voxel, filtro de aluminio com 0,5 mm de
espessura e rotagédo de 360°.

A reconstrucdo das imagens foi realizada no programa NRecon
(V1.6.9,8; Bruker-MicroCT, Kontich, Bélgica). Foi feita a sobreposicdo das
amostras equivalentes (mesmo material), porém em periodos diferentes
através do programa Dataviewer (V1.5.1.2; Bruker-MicroCT, Kontich,
Bélgica) e a andlise das imagens reconstruidas em 3D, foi realizada,
utilizando o programa CTAn (V1.14.4.1; Bruker-MicroCT, Kontich, Bélgica).

A alteracdo sofrida pela material foi analisada pelo aumento ou
diminuicdo de volume nos periodos de 7 e 30 dias, comparado ao
escaneamento inicial, por meio de sobreposi¢cdo de imagem, realizada
pelo programa Dataviewer (V1.5.1.2; Bruker-MicroCT, Kontich, Bélgica). O
formato da regido de interesse selecionada foi circular (Round). A parte
inferior (Botton) e superior (Top) do ROI foi estabelecida a partir do
ponto de maior nitidez da imagem. Deste modo, avaliou-se uma extenséo
completa da cavidade preenchida pelo material com 3 milimetros. O
calculo para avaliar o percentual de alteracdo volumétrica foi realizado
pela diferengca em volume do valor de 7 e 30 dias subtraido do valor

inicial.
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Resultados
Solubilidade

Para o teste de solubilidade, ndo houve diferenca estatistica
significante entre os grupos (p>0,05), conforme Tabela 2.
Radiopacidade

STC+ 30% CaWOy4, STC+30% YDb,03 e MTA apresentaram valores
de radiopacidade superiores ao STC puro (p<0,05), conforme Tabela 2.
Tempo de presa

A adicdo do Yb,03 ao STC diminuiu o tempo de presa inicial do
STC puro (p<0,05). STC+30% Yb,03, STC+ 30% CaWO, apresentaram
menor tempo de presa final que o STC puro (p<0,05), conforme Tabela 2.
pH

De acordo com a tabela 3, todos os materiais promoveram
alcalinizacdo do meio nos diferentes periodos de analise.
Potencial bioativo

A microscopia eletrdnica de varredura mostrou dep6sitos de fosfato de célcio na
superficie de todos os materiais. O EDS mostrou altos picos de Ca e P, comprovando o
potencial bioativo dos materiais apds 28 dias de imersédo em PBS, conforme Figura 1.
Alteracgéo volumeétrica

Os cimentos apresentaram aumento de volume, com excecdo do
MTA no periodo de 7 dias e MTA e STC+30% Yb,03 no periodo de 30

dias, conforme Tabela 2.
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Discusséao

A solubilidade de um material retrobturador pode favorecer a infiltracao
bacteriana, comprometendo o sucesso do tratamento. (Wu et al. 1995).
Modificacdes nas normas ISO 6876 (Fridland & Rosado 2005) e
ANSI/ADA n°57 foram propostas (Carvalho-Junior et al. 2007) para a
avaliacdo da solubilidade. O presente estudo utilizou espécimes de 7,75
mm de didmetro ap6s imersdo em agua destilada por 7 dias. Todos o0s
materiais estdo em acordo com as normas (ANSI/ADA), apresentando
perda de massa menor que 3%. A baixa solubilidade observada para os
materiais avaliados difere dos achados de Gandolfi et al. 2014 que
encontraram alto valor de solubilidade para os cimentos de silicato
tricalcico MTA Plus (Prevest Denpro Limited, Jammu, India, for Avalon Biomed Inc)
e ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Specialties, Tulsa, OK). No entanto, nesse
estudo, os cimentos foram imersos ap0s um periodo de trés vezes o
tempo de presa, enquanto que Gandolfi et al. 2014 avaliaram as amostras
ap6s 70% do periodo de presa dos cimentos, o que pode justificar a
diferenca dos resultados. Os cimentos avaliados no presente estudo
apresentaram solubilidade semelhante e o STC apresentou aumento de
massa. Marciano et al. 2016 observaram que cimentos a base de silicato de
calcio associados ao CaWO, ou OZr;, apresentam hidratacdo adequada e
aumento de massa.

No presente estudo, STC+30% CaWO,, STC+30% Yb,03 e MTA
apresentaram valores de radiopacidade superiores a 3 mm de aluminio,
conforme estabelecido pela 1SO 6876/2002. Radiopacidade superior a 3

mm de aluminio foi observada para a associagdo de 30% de CaWO4 a um
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cimento a base de silicato de célcio (Bosso-Martelo et al. 2016) e 30%
de YDbF; ao cimento Portland (Antonijevic et al. 2014). Cimento
experimental com 30% de YbF; apresentou radiopacidade satisfatoria
(Collares et al. 2010).

O radiopacificador Yb,03 reduziu o tempo de presa inicial e final
do STC, e o radiopacificador CaWO, diminuiu significativamente o
tempo de presa final do STC. Estes resultados sugerem que o Yb,03 e
CaWO, participam do mecanismo de hidratagdo do TSC, de forma mais
instensa que o 6xido de bismuto, presente no MTA, que ndo contribui
com o processo de reacdo de hidratacdo do material (Camilleri 2007). A
adicdo do CaWO, ao cimento Portland resultou no aumento significativo
da resisténcia a compressdo desse cimento (Tanomaru-Filho et al. 2012),
além de reduzir seu tempo de presa (Bosso-Martelo et al. 2016).
Enquanto que a adigdo do YbF; ao cimento Portland n&o alterou
significativamente seu tempo de presa e sua resisténcia a compressédo (Antonijevic et
al. 2014).

O pH alcalino dos cimentos pode favorecer a atividade bioldgica
de inducdo de mineralizacdo (Danesh et al. 2006). Além disso, a
liberacdo de ions hidroxila propicia um ambiente desfavoravel para a
proliferacdo e sobrevivéncia bacteriana (Gandolfi et al. 2012). Todos o0s
materiais avaliados no presente estudo foram capazes de alcalinizar o
meio. Valores de pH alcalino foram encontrados quando 20% de CaWOy,
30% de CaWO4 e 30% YbF3 foi adicionado a cimentos a base de silicato
de calcio (Huangaro Duarte et al. 2012, Bosso-Martelo et al. 2016. e

Antonijevic et al. 2015).
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Os cimentos a base de CSC e STC sdo descritos como materiais bioativos,
estaveis e capazes de promover formacao de cristais de hidroxiapatita (Han et al. 2010).
A andlise da estrutura e composicdo quimica desses materiais mostrou a formacéo de
carbonato de célcio e hidréxido de célcio quando imerso em agua destilada e a formacéo
de fosfato de célcio quando imerso em PBS (Shokouhinejad et al. 2012). O MTA em
contato com solugdes fosfatadas promove a formacdo de cristais de apatita. Os
resultados do presente estudo demonstram por microscopia eletronica de
varredura depositos de fosfato de célcio na superficie de todos os materiais. O EDS
mostrou altos picos de Ca e P, comprovando o potencial bioativo dos materiais ap6s 28
dias de imersdo em PBS.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que 0S
radiopacificadores ndo prejudicaram a capacidade de formacdo de depositos de apatita
na superficie do cimento, ou seja, ndo prejudicam seu potencial bioativo. A bioatividade
avaliada por meio da medicdo da producdo do hidréxido de célcio e formacdo de fosfato
de calcio, quando em contato com fluidos corporais simulados demonstra que cimentos
de silicato tricélcico sdo mais bioativos que o cimento Portland (Formosa et al. 2012).

A hidratacdo do silicato tricélcico resulta na formacdo de silicato de célcio
hidratado e hidroxido de célcio, que na presenca de fluidos fisiologicos, reagem e
produzem principalmente hidroxiapatita (Camilleri 2011). As caracteristicas de
hidratacdo e o potencial bioativo do STC com 20% de ZrO, demonstra formacédo de
hidroxiapatita na superficie do material, sem insterferéncia do radiopacificador ZrO; na
hidratacdo do STC (Camilleri et al. 2013).

A avaliagdo da solubilidade, de acorddé com a alteragéo
volumetrica analisada por meio de Micro-CT foi proposta por Cavenago

et al. 2014. Desta forma, a microtomografia (Micro-CT)
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computadorizada permitiu a analise da alteracdo volumétrica apresentada
pelo material ap6s imersdo em agua destilada. Exceto o MTA, todos o0s
cimentos de STC apresentaram aumento de volume no periodo de analise
de 7 dias. Ndo foi observada correlacdo direta da alteracdo volumétrica
com solubilidade, uma vez que nesse periodo houve aumento na massa
apenas para o STC puro, enquanto que para os demais materiais, uma
pequena porcentagem de reducdo de massa foi identificada. No presente
estudo, menor porcdo de cimento fica em contato com a agua na
metodologia de alteracdo volumétrica, simulando condi¢do clinica,
diferente do que ocorre no tese de solubilidade.

No periodo de 30 dias, os materiais STC+30% CaWOQO, e STC puro
apresentaram aumento de volume. Nos dois periodos de andlise, o
cimento MTA apresentou reducdo de volume. O radiopacificador Bi,O3
presente no MTA reduz a liberacdo de hidréoxido de célcio, aumenta a
solubilidade e causa deterioragdo na sua estabilidade dimensional
(Camilleri et al. 2011), podendo contribuir com a diminuigdo de volume
do MTA, uma vez que este material apresenta Bi,O3 em sua composicao.

O cimento de silicato tricdlcico associado aos radiopacificadores
CaWO, e YDb,03 apresentam potencial bioativo, boa radiopacidade,
solubilidade adequada, capacidade de alcalinizacdo do meio e baixa
alteracdo dimensional, apresentando potencial wuso clinico como

radiopacificador quando associado ao STC.
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Tabelas

Tabela 1- Grupos experimentais

Grupo Material e proporc¢ao Fabricante
MTA Branco
1 Proporcéo: segundo MTA, Angelus, Londrina, Brasil
fabricante
Silicato tricélcico* + 30%

*Mineral Research Processing, Meyzieu, Franca

2 Oxido de Itérbio (Yb, 0 5)* **Sjgma-Aldrich Brasil Ltda., Sio Paulo, SP, Brasil

Proporc¢éo: 1 g: 0,39 mL

Silicato tricalcico* + 30%
Tungstato de célcio *Mineral Research Processing, Meyzieu, Franca
(CaW0O,)** **Sigma-Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil
Proporg¢éo: 1 g: 0,34 mL

Silicato tricélcico . . .
4 Proporcéo: 1:0,36mL Mineral Research Processing, Meyzieu, Franca

Tabela 2: Médias e desvio padrdo referentes aos testes de tempo de presa (TP)
inicial e final, Alteracdo volumétrica (Alt vol), radiopacidade (RAD) e solubilidade
(SOL).

Testes STC+ 30% CaWO, STC+30% Yb,0; STC puro MTA
TP inicial (min) 19,00% 16,33 23,00° 21,65®
(1,09) (1,50) (0,0 (6,89)

i : 128,8° 147,0° 277,0° 209,2¢

TP final (min) (0,98) (5,47) 0,0 (1,47)
Alt vol 7dias 0,5900%° 1,718?2 2,3822 -0,486°
(mm?) (0,49) (1,71) (0,85) (1,02)
Alte vol 30dias 0,1533% -0,8917° 1,975° -0,510°
(mm?®) (0,4626) (1,90) (0,66) (1,66)

4,732 4,638 1,7 57°

RAD (mmiAl) (0,32) (0,18) (0,06) (05)
1 4 a 1 4 a _ a a

SOL (%) 0,1343 0,1349 0,05 0,03
(0,21) (0,78) (1,95) (0,07)

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significante (p< 0,05).

Tabela 3: Média e desvio padrédo referentes ao teste de pH.

Periodo STC+ 30% CaWO, STC+30% Yb,03 STC puro MTA Controle
3h 8,689° 8,437" 9,441° 9,028% 6,398°
(0,353) (0,322) (0,449) (0,674) (0,399)
1oh 8,582° 8,723%® 8,635° 9,204? 6,469°
(0,135) (0,250) (0,565) (0,280) (0,222)
oah 7,599% 7,9322 7,919% 7,491° 6,360°
(0,034) (0,354) (0,330) (0,235) (0,233)
- 8,081° 8,436" 10,96° 8,492" 6,471°
(0,141) (0,075) (0,087) (0,365) (0,225)
8,182° 8,293" 9,111° 9,321° 6,439°
14d (0,147) (0,137) (0,161) (0,537) (0,251)
21d 8,366° 8,245%® 8,598? 7,725° 6,629°
(0,081) (0,122) (0,728) (0,237) (0,304)

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significante (p<0,05)
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Figuras
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5 DISCUSSAO

O MTA apresenta propriedade biologica adequada, contudo observa-se
dificuldade de manipulacdo do material em funcdo da consisténcia e

escoamento (Vivan et al.*®

, 2010). AssociagOes alternativas tém sido
analisadas, buscando um material a base de silicato de célcio que mantenha as

mesmas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Formosa et al.*®, 2012).

Novas propostas de radiopacificadores associados a materiais a base de
silicato de calcio tém sido discutidas. Os prejuizos causados ao MTA, pelo uso
do Bi,O3 sdo relatados na literatura (Camilleri et al.®, 2011; Coomaraswamy et
al.'*, 2007). Deste modo, o uso de radiopacifcadores alternativos ao Bi,Oj3 foi

uma proposta deste estudo.

O Yb,03 e CaWO, apresentam bons resultados quando associados a
CSC (Antonijevic et al.?, 2014; Bosso-Martelo et al.?, 2016). Cimentos
experimentais & base de silicato tricalcico associado ao radiopacificador ZrO,
demonstram bioatividade e deposicdo de hidroxiapatita na superficie no
cimento na presenca de fluido corporal simulado (Camilleri et al.®, 2013), além
disso, apresentam pH alcalino e liberam fons calcio (Grech et al.®°, 2013) . A
associagdo do CP ao Zr,O demonstra radiopacidade, resisténcia a
compressédo, tempo de presa, absor¢cdo de agua e solubilidade similares ao
ProRoot MTA (Cutajar et al.'?, 2011). Ainda, a hidratacéo do CP acrescido de
30% de Zr,0 resulta em aumento do pH, liberacédo de ions calcio e apresenta
bioatividade (Camilleriet al.”, 2011).

O Yb,0O3 tem sido usado como contraste em exames de
tomografia computadorizada devido a sua biocompatibilidade
gquando comparado a Prata (Au), Bismuto (Bl) e Platina (Pt) (Liu et
al.®', 2012). Além disso, Um material a base de silicato de calcio
(CSC) associado ao trifluoreto de itérbio (YbF3) demonstrou
radiopacidade adequada e aumentou a resisténcia a compressao
do material (Antonijevicet al.?, 2014). No presente estudo o Yb,0Os;

associado ao cimento de silicato de calcio apresentou propriedades fisico-
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quimicas adequadas, citocompatibilidade e potencial bioativo, sugerindo seu

uso como radiopacificador de materiais a base de silicato de célcio

O uso do radiopacificador CawWQO, associado ao CP tem sido estudado
vem sendo estudado como agente radiopacificador associado ao CP (Hungaro
Duarte et al 2°, 2009). Sua andlise se justifica, pois estudos mostram que este
radiopacificador apresenta adequada biocompatibilidade (Gomes Cornelio et
al.’®, 2011). A analise geral dos resultados obtidas no presente
trabalho demonstrou que, quando associado ao cimento de silicato
tricalcio, os radiopacificadores Yb,03 e CaWO, apresentam
radiopacidade, solubilidade adequada, capacidade de
alcalinizacado, baixa alteracdo dimensional e potencial bioativo.

Em relacdo ao potencial bioativo, formacdo de uma camada
de apatita representa ambiente ideal para a diferenciacdo de
células e colonizacdo de osteoblastos induzindo uma nova
formacdo 6ssea. A apatita em conjunto com a libertacédo de ions Ca
pode muito bem explicar os excelentes resultados clinicos do TSC,
como o MTA (Gandolfi et al.*® 2014).

Além disso, a capacidade de formacdo de apatita pode
proporcionar vantagens clinicas, melhorando o selamento com o
passar do tempo, gracas a deposicdo de fosfatos de calcio na
interface e no interior dos tubulos dentinarios do canal radicular
guando cimentos a base de MTA sdo usados como materiais de
obturacédo de canais em associagcdao com guta-percha. (Gandolfi et
al.'®2014).

As metodologias propostas neste estudo sdo modelos in vitro, que foram
reproduzidas para avaliar as propriedades fisicas, mecanicas e biologicas dos
cimentos. Estudos adicionais in vivo devem ser conduzidos, buscando o
desenvolvimento de biomateriais reparadores com propriedades fisico-

guimicas e biologicas ideais.
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6 CONCLUSAO

O Yb,O3; associado ao cimento de silicato de célcio apresenta
propriedades fisico-quimicas adequadas, € citocompativel e demonstra
potencial bioativo, sugerindo seu uso como radiopacificador de materiais a

base de silicato de calcio.

Os TSC associados aos radiopacificadores tungstato de
calcio e 6xido de itérbio apresentam radiopacidade, solubilidade e
escoamento adequados, capacidade de alcalinizagcdo e

estabilidade volumétrica.
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