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Castro-Nufiez GM. Avaliacao de propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas sobre
Enterococcus faecalis do mineral trioxido agregado associado a 6leo de melaleuca ou
farnesol [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

RESUMO

O Mineral Trioxido Agregado (MTA) € um biomaterial reparador, suas
propriedades antimicrobianas podem ser favorecidas pelo acréscimo de
substancias naturais como o Oleo de Malaleuca (OME) e o Farnesol (FAR). OME
e € um oOleo essencial, e Farnesol, um sesquiterpeno, ambos apresentam
propriedades antibacterianas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
propriedades fisico quimicas e antimicrobianas das associacdes MTA/OME 1%,
MTA/OME 2%, MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2% e compara-los com o MTA.
Métodos: Os testes seguiram especificacdes da ISO e ADA. O tempo de presa
inicial (TPI) e final (TPF) foram medidos com agulhas Gilmore. A solubilidade foi
calculada pela perda de massa apés 7 e 30 dias. A alteracdo volumétrica em
micro-ct foi analisada nos periodos de 7 e 30 dias. A radiopacidade foi verificada
com radiografias dos materiais e escala de aluminio. O pH foi mensurado com
pHmetro digital. A atividade antibiofilme foi analisada pela redug&o de biomassa
de biofilme de Enterococus faecalis ap6s contato com o material, pelo Ensaio de
Cristal Violeta (CV). O teste de Contato Direto Modificado (DCTM) foi avaliado
apos plagueamento e contagem de Unidades Formadoras de Col6nia por mi
(UFCmL™?). Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey, com
5% de significAncia. Este estudo foi dividido em dois capitulos: CAPITULO 1:
Este estudo avaliou propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas do MTA,
MTA/OME 1% e MTA/OME 2%. Resultados: Radiopacidade e solubilidade
foram semelhantes para os 3 materiais (p>0.05). TPl e TPF foi menor para MTA
e maior para MTA/OME 2% (p>0.05). A analise com micro-CT ap6és 7 dias nédo
mostrou diferencga significativa (p<0.05) e aos 30 dias MTA/OME 2% apresentou
maior volume (p>0.05). Os materiais foram semelhantes em relacdo ao pH
(p<0.05). MTA/OME 2% proporcionou maior reducdo de biomassa de biofilme
gue os demais materiais (p>0.05), tanto no ensaio CV quanto no DCTM.
Conclusdo: A adicdo de Oleo de Melaleuca ao MTA aumentou o tempo de
presa, e manteve outras propriedades fisico-quimicas do MTA. A adicdo de 2%
de Oleo de Melaleuca aumentou a propriedade antibiofilme do MTA. CAPITULO
2: O objetivo deste estudo foi avaliar propriedades fisico-quimicas e atividade
antibiofilme do MTA, MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2%. Resultados: TPI e TPF
foram menores para MTA (p<0,05). Radiopacidade e solubilidade foram
semelhantes entre os materiais (p>0,05). Nos periodos de 1 e 3 dias, MTA com
FAR 1 e 2 % apresentaram maior pH, que foi semelhante para os materiais nos
demais periodos. MTA associado ao Far 1 e 2% promoveram maior reducao de
biomassa de biofilme (p<0,05). Conclusédo: A adicdo de Farnesol 1 e 2%
favorece a atividade antibiofilme do MTA, e mesmo aumentando tempo de presa,
proporciona propriedades fisico-quimicas adequadas.

Palavras—chave: Propriedades fisicas e quimicas. Enteroccocus faecalis.

Materiais dentarios. Oleo de melaleuca.



Castro-Nufiez GM. Physico-chemical and antimicrobial properties against Enterococcus
faecalis of mineral trioxide aggregate associated with tea tree oil or farnesol [Dissertacao
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

Mineral trioxide aggregate (MTA) is a restorative biomaterial, its antimicrobial
properties can be favored by natural substances increase as Tea tree oil (TTO)
and Farnesol (FAR). TTO is an essential oil, and farnesol is a sesquiterpene, both
have antibacterial properties. The main of this study was to evaluate the physico-
chemical and antimicrobial properties of the associations: MTA/OME 1%,
MTA/OME 2%, MTA/FAR 1% and MTA/FAR 2% in comparison with MTA.
Methods: The tests followed ISO and ADA specifications. The initial setting time
(IST) and final (FST) were measured with Gilmore needles. The solubility was
calculated by weight loss after 7 and 30 days. Volumetric alteration in micro-CT
was analyzed at 7 and 30 days. Radiopacity was observed with X-rays of the
materials and aluminum scale. The pH was measured with a digital pH-meter.
The antibiofilm activity was analyzed by reducing biomass biofilm Enterococcus
faecalis after contact with materials, Crystal Violet Assay (CV) and Direct contact
test Modified (DCTM) biofilm was previously induced and analysed by the
counting of colony-forming units (CFUmL™). The results were submitted to
ANOVA and Tukey test, with 5% significance. This study was divided into two
chapters: Chapter 1. This study evaluated the physico-chemical and
antimicrobial properties of MTA, MTA/OME 1% and MTA/OME 2%. Results:
Radiopacity and solubility were similar for the three materials (p> 0.05). IST and
FST was lower for MTA and higher for MTA/OME 2% (p> 0.05). The analysis with
micro-CT after 7 days showed no significant difference (p <0.05) and after 30
days MTA/OME 2% showed higher volume (p> 0.05). The materials were similar
in pH (p <0.05). MTA/OME 2% provided greater reduction of biomass of biofilm
than the other materials (p> 0.05) in CV assay and DCTM. Conclusion: The
addition of TTO to the MTA increased the setting time, and maintained the other
physicochemical properties of the MTA. The addition of 2% Tea Tree Oil
increased antibiofilm property MTA. Chapter 2: The objective of this study was
to evaluate the physic-chemical properties and antibiofilm activity of MTA,
MTA/FAR 1% and MTA/FAR 2%. Results: IST and FST were lower for MTA (p
<0.05). Radiopacity and solubility were similar among the materials (p> 0.05). In
the periods of 1 and 3 days, MTA with FAR 1 and 2% had higher pH, in the other
periods was similar to the materials. MTA associated with Far 1 and 2 % caused
further reduction of biomass of biofilm (p <0.05). Conclusion: The addition of
Farnesol 1 and 2% promotes antibiofilm activity of the MTA, and even increasing
setting time, provides appropriate physical and chemical properties.

Keywords: Physical and chemical properties. Enterococcus faecalis. Dental
materials. Tea tree oil.
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1 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodontico depende dos procedimentos
mecanicos, fisicos e quimicos que promovem a desinfeccdo do canal radicular
(Bystrom, Sundqvist® 7, 1981, 1983; Bystrom et al.8, 1985). Os casos de
insucesso do tratamento endodbntico estdo vinculados geralmente a
persisténcia de micro-organismos remanescentes ao longo do sistema de canais
radiculares e na regido perirradicular (Rocas et al.®®, 2004; Siqueira*!, 2001;
Sundqvist et al.#3, 1998). E comum a presenca de Enteroccocus Faecalis em
casos de infeccdo secundaria ou persistente (Molander et al.®, 1998; Ricucci et
al.3’, 2015; Rocas et al.®8, 2004, Siqueira*', 2001; Sundqvist et al.*3, 1998). Este
micro-organismo apresenta resisténcia ao ambiente altamente alcalino
promovido pelo hidréxido de célcio (Evans et al.'#4, 2002) e capacidade de invadir

tubulos dentinarios mesmo em condi¢des adversas (Love?®, 2001).

A cirurgia parendodontica, com apicectomia e retro-obturacéo (Ricucci et
al.3’, 2015) pode ser indicada em casos de insucesso do tratamento
convencional. Nestes casos, a escolha do material retrobturador tem importancia
fundamental, sendo atualmente indicados materiais com caracteristicas
bioativas, conhecidos como materiais reparadores. O material reparador ideal
deve promover regeneracdo dos tecidos perirradiculares, deseja-se que este
material apresente biocompatibilidade (Bodrumlu4, 2008; Torabinejad, Pitt
Ford#4, 1996), ser um material bioativo, proporcionando reparo por meio de
estimulacdo do processo de mineralizacdo (Holland et al.??, 2002). Também
deve apresentar adequadas propriedades fisico-quimicas como tempo de presa
adequado, radiopacidade maior que a dentina, excelente capacidade de
selamento marginal e estabilidade dimensional, solubilidade menor ao 3% e néao
ser reabsorvivel, assim como capacidade de alcalinizar o meio. Ainda, é
desejavel que apresente acdo antimicrobiana, por ser usado em lugares com
presenca bacteriana (ADA/57%, 2000; Camilleri et al.®, 2005; 1SO/6876%4, 2001;
Kakani et al.?6, 2015; Shah et al.*°, 1996; Torabinejad, Pitt Ford*4, 1996)

Dentre os materiais atualmente indicados destaca-se o Mineral Trioxido

Agregado (MTA). Este é considerado um material bioativo a base de silicato de
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calcio, composto por particulas hidrofilicas que na presenca de umidade resulta
em um gel coloidal que se converte em estrutura sélida (Schwartz et al.3?, 1999).
O MTA consiste em Cimento Portland (CP) associado ao radiopacificador 6xido
de bismuto (Bi20O3) (Camilleri et al.®, 2005).

O MTA apresenta um pH de até 12.5 ap0s presa, similar ao hidréxido de
célcio, além de baixa solubilidade (Torabinejad et al.*®, 1995) e radiopacidade
superior a dentina radicular (Shah et al.*%, 1996), conforme as recomendacdes
da ISO (ISO/57%4, 2001)! e da ANSI/ADA (ADA/57%, 2000). Apesar da ampla
indicacéo, o MTA possui limitada a¢éo antimicrobiana (Estrela et al.13, 2000; Holt
et al.?1, 2007; Morgental et al.®?, 2011; Torabinejad et al.*6, 1995), e dificuldade
na manipulacdo (Duarte et al.1?, 2012).

A fim de melhorar as deficiéncias deste material, muitos autores tém
estudado diversas associa¢des. Para melhorar sua consisténcia de trabalho, tem
sido estudada a adicéo de diversas substancias (Ber et al.?, 2007; Hsieh et al.?3,
2009), dentre elas, o propilenoglicol. Marciano et al.3° (2016), que adicionaram
20% de propilenoglicol ao cimento MTA, o que favoreceu a consisténcia de

manipulacdo, no entanto alterou as propriedades fisico-quimicas deste material.

Em busca de aumentar sua a¢do antimicrobiana, o MTA foi associado a
clorexidina, e foi observado que esta associacdo potencializa as propriedades
antibacterianas do MTA contra as bactérias normalmente encontradas na
cavidade bucal, incluindo E. faecalis (Bidar et al.3, 2012; Holt et al.?%, 2007; Stowe
et al.*?, 2004). Por outro lado, Odabas et al.*® (2011) associaram o MTA a zedlito
de prata a 0,2 e 2%, verificando que estas associagcdes mostraram atividade
antimicrobiana contra alguns micro-organismos, tais como E. faecalis, S. aureus,
P. gingivalis, E. Coli, P. aeruginosa, C. albicans, o que ndo ocorreu contra P.

intermedia e A. israelii. E.

O aumento da resisténcia bacteriana a antibioticos tem levado a busca de
novos agentes terapéuticos antimicrobianos, tais como os Oleos essenciais
(OEs) de plantas. Estas substancias sao volateis e protegem as plantas de

doencas e ataque de insetos (Hassan et al.?°, 2015; Knezevic et al.?’, 2016). Os
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OEs séo muito estudados na atualidade nas areas da saude e particularmente

na odontologia por sua eficacia e seguranca (Dagli et al.'1, 2015).

O OME é um Oleo essencial derivado da Myrtaceae alternifolia, planta
nativa da Australia. Suas propriedades antibacterianas ja foram documentadas,
mostrando efetividade contra uma ampla gama de bactérias (Carson et al.®,
2006; Dagli et al.tf, 2015; Wilkinson, Cavanagh?®’, 2005). Nelson® (1997)
avaliaram cinco 6leos essenciais e observaram que o vapor do OME foi o mais
potente contra 15 cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e 5
de Enterococcus resistentes a vancomicina. Atualmente, resultados in vitro
demostram que o OME apresenta também propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatérias (Halcon, Milkus'®, 2004; Nowak et al.®*, 2012).

FAR € um alcool sesquiterpeno comumente encontrado em prépolis e
Oleos essenciais de frutas citricas (por exemplo, em casca de laranja e 6leo de
limdo-grama). FAR é hidrofobico e pode atuar nas membranas celulares de
bactérias, comprometendo sua integridade e levando a uma consequente
liberacdo do contetdo intracelular (Gomes et al.*6: 17, 2011, 2011; Jabra-Rizk et
al.?5, 2006).

Segundo Koo et al.?® (2005), esta substancia inibe a producéo de acido e
de sintese de glucano por S. mutans no biofilme. Gomes et al.'® (2011)
concluiram que os biofilmes formados na presenca de FAR contém menos
biomassa e exibem mudancas na composicdo da matriz. Desta forma,
dependendo da concentracdo, FAR pode atuar contra bactérias em biofilmes.
Ainda, demonstrou ter acdo antibiofilme por prevenir formacéo de biofilme ou
atacar biofilmes estabelecidos. Assim, FAR inibe ou reduz a formacao de biofilme
de diversas espécies microbianas, incluindo a C. albicans, S. mutans e
Staphylococcus aureus (Fernandes et al.'®, 2016; Jabra-Rizk et al.?®, 2006; Koo
et al.?8, 2005; Ramage et al.3¢, 2002).

Gomes et al.'® (2009), mostram o efeito significativo do FAR na reducéo
da viabilidade de células planctbnicas de quatro cepas de S. epidermidis e
menos significativo em células do biofilme maduro. Em células plancténicas,

pequenas concentracdoes deste sesquiterpeno (100 pM) séo suficientes para
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apresentar efeito antibacteriano. Adicionalmente, a inibicdo da formacédo de
biofilme (importante fator de viruléncia) induzida pelo FAR, sugerem uma maior
utilizacdo desta molécula na prevencao de infeccdo por S. epidermidis. Além
disso, FAR apresenta acéo antifingica e as bactérias ndo adquirem resisténcia
contra esta substancia ao longo das geracdes bacterianas (Brilhante et al.’,
2015; Gomes et al.16-18 2009, 2011, 2011).

Deste modo, é oportuno o estudo da associagdo do MTA a substancias
com capacidade antimicrobiana contra patdgenos endodonticos, especialmente
Enterococcus faecalis, sem prejudicar as propriedades fisico-quimicas e

biolégicas do material.



17

2 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas
e antimicrobianas do MTA associado a OME (1 e 2%) ou FAR (1 e 2%).

PUBLICACAO 1
Avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas do MTA

associado a OME 1 e 2% por meio de:

1. Tempo de presa
Solubilidade
Radiopacidade
pH por meio de tubos de polietileno
Alterac&o volumétrica em micro-ct

Atividade antibiofilme: cristal violeta

N o g s~ w D

Atividade antibiofilme: Teste de contato direto modificado

PUBLICACAO 2
Avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas do MTA
associado ao FAR 1 e 2% por meio de:
1. Tempo de presa
Solubilidade
Radiopacidade
pH por meio de tubos de polietileno
Alteracdo volumétrica em micro-ct

Atividade antibiofilme: cristal violeta

N o g s~ w D

Atividade antibiofilme: Teste de contato direto modificado
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3 PUBLICACAO 1

Propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas sobre Enterococcus faecalis do
Mineral Tridéxido Agregado associado a 6leo de melaleuca*

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas da associagdo de
Oleo de Melaleuca (OME) ao MTA Branco (Angelus).

MATERIAL E METODOS: MTA Branco e sua associacido ao OME a 1% e 2%. Os
testes seguiram especificacdes da ISO e ADA. O tempo de presa inicial (TPI) e final
(TPF) foram medidos com agulhas Gilmore. A solubilidade foi calculada pela perda de
massa apds 7 e 30 dias. A alteracdo volumétrica em micro-ct foi analisada nos periodos
de 7 e 30 dias. A radiopacidade foi verificada com radiografias dos materiais e escala de
aluminio. O pH foi mensurado com pHmetro digital. A atividade antibiofilme foi
analisada pela reducéo de biomassa de biofilme de Enterococus faecalis apds contato com
o material, pelo Ensaio de Cristal Violeta (CV). O ensaio de Contato Direto Modificado
(DCTM) foi avaliado apds plaqueamento e contagem de Unidades Formadoras de
Colbnia por ml (UFCmL™). Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey,

com 5% de significancia.

RESULTADOS: Radiopacidade e solubilidade foram semelhantes para os 3 materiais
(p>0.05). TPI e TPF foi menor para MTA e maior para MTA/OME 2% (p>0.05). A
analise com micro-CT ap6s 7 dias ndo mostrou diferenca significativa (p<0.05) e aos 30
dias MTA/OME 2% apresentou maior volume (p>0.05). Os materiais foram semelhantes
em relagéo ao pH (p<0.05). MTA/OME 2% proporcionou maior reducdo de biomassa de

biofilme que os demais materiais (p>0.05), tanto no ensaio CV quanto no DCTM.

CONCLUSAO: A adicio de Oleo de Melaleuca ao MTA aumentou o tempo de presa, e
manteve outras propriedades fisico-quimicas do MTA. A adigio de 2% de Oleo de

Melaleuca aumentou a propriedade antibiofilme do MTA.

Palavras—chave: MTA, o6leo de melaleuca, endodontia, Enterococus faecalis

* Redigido de acordo com as normas do International Endodontic Journal
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INTRODUCAO

Mineral Triéxido Agregado (MTA) é um biomaterial reparador com propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas adequadas, e radiopacidade maior que a dentina (Camilleri
2008; Camilleri & Gandolfi 2010). Ainda, apresenta solubilidade inferior a 3%
(ANSI/ADA 2000), pH alcalino, estabilidade dimensional e promove regeneracdo dos
tecidos perirradiculares (Parirokh & Torabinejad 2010). No entanto, apresenta algumas
desvantagens como dificuldade de manipulacéo, e limitada agdo antimicrobiana (Kim et
al. 2015).

Muitas associacdes tém sido estudadas para melhora da propriedade
antimicrobiana do MTA. As associa¢cdes do MTA a clorexidina (Bidar et al. 2012) e ao
zedlito de prata (Odabas et al. 2011) favorecem a atividade antimicrobiana do MTA
contra micro-organismos presentes nas infec¢fes endodonticas.

O aumento da resisténcia bacteriana para antibiéticos tem levado a pesquisa de
novos agentes terapéuticos antimicrobianos, como os Oleos Essenciais, que s&o naturais
e volateis e protegem as plantas de doencas e do ataque de insetos. Melaleuca alternifélia
é uma planta medicinal de onde é extraido o Oleo de Melaleuca (OME), que apresenta
propriedades antibacterianas, contra uma ampla gama de bactérias gram positivo e gram
negativo (Carson et al. 2006), reduzindo efetivamente o crescimento bacteriano, mesmo
em baixos niveis (Mantil et al. 2015). Além da sua agdo sobre bactérias, 0 OME é um
potente antifdngico e possui baixa citotoxicidade em baixas concentracdes (Homeyer et
al. 2015). Este 6leo é potente contra 15 cepas de MRSA e 5 de enterococos resistentes a
vancomicina (Nelson 2000) e apresenta propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias
(Halcon & Milkus 2004). Comparado com Fluconazol, um potente antifungico, OME
mostrou ser mais efetivo contra C. albicans, e ter acdo por até 14 dias (Dalwai et al. 2014).

O processo mecanico e quimico da desinfecgdo do canal radicular pode ndo ser
eficaz na eliminacdo de agentes patogénicos. E comum a presenca de E. faecalis em
canais radiculares previamente tratados com patologia periapical persistente, esta bactéria
possui resisténcia ao ambiente altamente alcalino produzido pelo hidréxido de célcio e
pode invadir tibulos dentinarios formando biofilme (Ricucci et al. 2015).

Este estudo avaliou as propriedades fisico-quimico, bioldgicas e antibiofilme da
adicdo de OME em duas concentragdes 1 e 2% ao MTA, com intuito de melhorar a

propriedade antimicrobiana, sem alterar as demais propriedades.



20

MATERIAIS E METODO
MTA branco (Angelus, Londrina, Parana, Brasil) foi manipulado com &gua
destilada, além da sua associacdo ao Oleo de Melaleuca (OME) (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, EUA) em duas concentracdes, conforme Tabela 1.

Tabela 1: materiais experimentais e proporcdes utilizadas.

Material MTA Agua destilada OME
MTA 1lg 300 pl

MTA/OME 1% 1g 285 pl 15 ul

MTA/OME 2% 1lg 270 pl 30 ul

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

TEMPO DE PRESA

Para determinar o tempo de presa (n=5) foram utilizados anéis metalicos com 10
mm de didmetro interno e 1 mm de altura. As medi¢6es foram feitas a cada 3 minutos
durante a primeira meia hora, 5 minutos até as 2 primeiras horas e depois, a cada 15
minutos (ISO:6876 2002; ASTM:C266 2008). Ao atingir a presa inicial as medicbes
continuaram sendo realizadas até a presa final. Para determinar a presa inicial foi utilizada
agulha de Gilmore com massa de 100 * 0,5g e diametro de 2 £ 0,1 mm apoiada sobre a
superficie do cimento. Os materiais foram mantidos na estufa durante a anélise e a agulha
foi limpa entre os ensaios. Para determinar a presa final, foi repetido 0 mesmo
procedimento usando a agulha de Gilmore de 456 + 0,59 de massa e 1 £ 0,1 mm de

didmetro na ponta.

SOLUBILIDADE

Para o teste de solubilidade foram confeccionados corpos-de-prova com 7,75
mm de didametro e 1,5 mm de altura (n=5) (Carvalho-Junior et al. 2007). Cada molde foi
preenchido e um fio de nylon impermeavel colocado no interior do material; foram
armazenados em estufa com temperatura de 37°C e 100% de umidade 3 vezes o tempo
de presa. Os corpos-de-prova foram removidos dos moldes, colocados em dessecador a
vacuo, e a massa foi mensurada em balanca de precisdo até obter estabilidade da massa

inicial (aproximadamente 7 dias), quando foram suspensos no interior de recipientes
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plasticos com tampa contendo 7,5 ml de adgua destilada e deionizada com a fixacdo dos
fios de nylon, sem contato entre o material e a superficie interna do recipiente. Os
recipientes permaneceram em estufa a 37°C durante 7 e 30 dias, apds cada periodo, 0s
corpos-de-prova foram removidos da agua, lavados com agua destilada, secos com papel
absorvente e colocados novamente em desumidificador até obter estabilidade da massa
final (aproximadamente 7 dias). A perda de massa foi expressa em porcentagem da massa

original.

ALTERACAO VOLUMETRICA EM MICRO-CT

Foi realizada a andlise da alteragdo volumétrica dos cimentos utilizando o micro-
tomdgrafo SkyScan 1176 (Bruker-microCT, Kontich, Bélgica). Para a realizagdo deste
teste, modelos transparentes a base de resina epoxi foram confeccionados usando pecas
metalicas para obter blocos de resina com cavidades de 3 mm de profundidade e 1 mm
de didmetro, simulando retrocavidades. As cavidades foram preenchidas, por um unico
operador treinado, com cada um dos materiais logo ap6s sua manipulagdo, empregando
condensador para retro-obturacao. As amostras foram deixadas por trés vezes o tempo de
presa de cada material em estufa a 37°C e em umidade relativa. Os escaneamentos foram
realizados logo ap6s o preenchimento das cavidades e nos periodos de 7 e 30 dias, sendo
mantidos imersos em agua destilada entre esses periodos experimentais. Foram utilizados
parametros para o escaneamento (Cavenago et al. 2014) modificados por estudo piloto.
O volume de preenchimento pelo material retrobturador foi calculado em cada periodo.

A reconstrucdo das imagens foi realizada usando o programa NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica). Ap6s a etapa de reconstrucdo das imagens, as amostras foram
corrregistradas em dois conjuntos de imagens (um usado como referéncia e outro como
target), utilizando o software Data Viewer (V1.5.1.2; Sky Scan, Bélgica). Este corregistro
permitiu um alinhamento geométrico dos datasets utilizados. Para esta analise, foram
padronizados limites de “top” (estabelecido como o ultimo corte onde se observou a
presenca do material) e “bottom” (estabelecido como o primeiro corte apical onde foi
possivel visualizar o material), sendo 0s mesmos valores encontrados para esses limites
utilizados nas analises das amostras inicial e pos periodo de avaliagcdo. A partir destes
limites, foi criada uma regido de interesse (ROI) em todas as sec¢des, selecionando o
material. A integracdo das regides de interesse em todos os cortes selecionados definiu

um volume de interesse (VOI), salvo como um novo dataset. Foi entdo realizado o
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processo de binarizacdo ou segmentacéo, sendo este determinado a partir de um intervalo
de cinza, definido através de um histograma. A ferramenta “custom processing” foi entdo
utilizada, executando um processamento personalizado das imagens através de um “task
list” (lista de tarefas com fungdes diversas e opera¢fes matematicas). O resultado final

foi a analise volumétrica e o modelo 3D dos materiais nas cavidades.

RADIOPACIDADE

A analise de radiopacidade foi realizando segundo as especificacdes da ISO
utilizando moldes com dimensfes de 10 mm de diametro e 1 mm de altura, sendo
confeccionados 6 espécimes para cada material (1SO:6876 2002). Apds a manipulacéo,
0s materiais foram colocados nos moldes, que permaneceram a 37°C e 100% de umidade,
por 48 h. Depois desse periodo, um corpo-de-prova de cada material e uma escala de
aluminio, com variacdes de espessura de 2 a 16 mm. Os corpos-de-prova foram
radiografados sobre um filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY) com o
aparelho de raios-X GE1000 (General Electric, Milwaukee, WI) operado a 60 kV, 7 mA,
18 pulsos/s e 30 cm de distancia focal. Os filmes foram processados com solu¢do nova
em reveladora automatica, digitalizados e avaliados usando o programa ImageJ, onde
foram selecionadas areas de cada degrau da escala de Al e dos cimentos para determinar
a equivaléncia da radiopacidade dos cimentos em mm de Al (Vivan et al. 2009), usando
a seguinte equacao:

AXx?2
+ mm de Al imediatamente anterior DRM

Onde
DRM = Densidade Radiografica do Material
A = DRM - DR do incremento de Al imediatamente anterior a DRM;
B = DR do incremento de Al imediatamente posterior a DRM - DR do
incremento de aluminio imediatamente anterior a DRM;

2 =2 mm de incremento da escala de Al

pH

Para os testes 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
frascos com 10 ml de agua deionizada, para o grupo controle s6 foi utilizada agua
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deionizada, cujo pH foi aferido previamente (Guerreiro-Tanomaru et al. 2011); os frascos
foram mantidos na estufa a 37°C durante os periodos experimentais. Transcorrido cada
periodo de avaliagdo, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias, os tubos de polietileno foram transferidos
para novos frascos com o auxilio de uma pinga e a solucéo resultante de cada um dos
frascos utilizados foi utilizada para realizar a afericdo do pH, realizada com pHmetro
digital Digimed DM-21 (Digicrom Analitica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) a temperatura
ambiente, 25°C. Previamente a aferi¢cdo do pH, o dispositivo foi calibrado com solucdes-
tampdo de pH 4, 7 e 10 e estas foram utilizadas para calibragem do pHmetro durante todo
0 periodo experimental. Ap6s as mensuraces em triplicata, os dados foram tabulados e

analisados estatisticamente.

PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

Os procedimentos microbioldgicos foram realizados em camara de fluxo laminar
(VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil) sob condi¢bes assépticas, utilizando cepa de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). A pureza da cepa foi confirmada por meio de

morfologia macroscopica e microscépica (Coloragdo de Gram).

ATIVIDADE ANTIBIOFILME: ENSAIO CRISTAL VIOLETA (CV)

A biomassa de E. faecalis foi visualizada e quantificada com o ensaio de cristal
violeta. Foram utilizados moldes de silicone com dimensdes de 5 mm de diametro e 1
mm de altura, sendo confeccionados 8 corpos-de-prova para cada material. Apos a
manipulagéo e preenchimento permaneceram na estufa a 37°C e 100% de umidade, por
48 horas. Depois desse periodo, estes foram removidos da matriz e submetidos a
esterilizagdo por meio de radiagcdo ultravioleta, por 30 minutos cada face do corpo-de-
prova.

Para formacéo da biomassa de biofilme, foram obtidas culturas puras de E. faecalis
por meio de semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo TSA (Tryptic Soy
Agar, Difco, Detroit, M1, EUA) 12 h antes do teste. A concentracéo do in6culo bacteriano
foi ajustada por meio de espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus, Femto, S&o Paulo, SP,
Brasil) e ajustou-se uma concentragdo equivalente a 108 UFCmL™,

O indculo foi preparado em caldo de soja tripticase (Difco) a partir de cepa na
fase de crescimento logaritmica. Apds agitacdo por vortex, 200 ul de aliquotas da

suspensdo bacteriana foram distribuidas em cada pogo de uma placa de cultura de 96
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pocos e incubadas durante 48 horas a 37°C. Apds este periodo, o contelldo de cada poco
foi aspirado e os pogos foram lavados 3 vezes com 200 pL de PBS (pH 7,2) para remover
as células ndo aderidas. Os corpos-de-prova foram colocados nos pogos junto com 20pl
de solucdo salina para manter a umidade e permaneceram durante 24 h a 37°C em contato
com o biofilme. Apds esse periodo os discos dos cimentos foram removidos e cada poco
foi lavado 3 vezes com PBS, em seguida, as bactérias aderentes foram coradas durante
20 minutos com 200 pl solucdo de cristal violeta 0,1% em temperatura ambiente. O
excesso de corante foi enxaguado por lavagem com agua destilada. As placas foram secas
a temperatura ambiente e o corante ligado as células aderentes foi solubilizado com 200
pL &cido acético 33% durante 5 minutos. Para quantificar a biomassa de biofilme
remanescente apos o tratamento, foi medida a absorbancia (570 nm) para a solucdo de
cristal violeta usando espectofotrometo (EIX800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT,
USA). Para o controle positivo foi utilizada a solucéo salina. Todos os ensaios foram

realizados em quadruplicata em duas ocasides distintas.

ATIVIDADE ANTIBIOFILME: CONTATO DIRETO MODIFICADO (DCTM)

Os materiais foram manipulados e inseridos em moldes medindo 7 x 1 mm
(diametro x espessura interna), mantidos em estufa a 37 +/- 1°C e umidade controlada por
48 horas. Incisivos centrais bovinos com raizes completamente formadas foram usados
para obtencdo do substrato para o desenvolvimento do biofilme. As raizes foram
seccionadas em blocos de dentina com dimens@es de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x
comprimento x espessura). Todos os cortes foram realizados em disco diamantado em
baixa velocidade (Isomet — Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) com irrigagdo abundante. Os
blocos foram colocados em um tubo de ensaio contendo agua destilada foram levados a
autoclave para esterilizagdo a 121°C por 20 min.

Para a formagdo do biofilme de E. faecalis, 0 micro-organismo foi reativado em
4,0 mL de caldo BHI estéril (BHI, Difco Laboratories Inc., Detroit, MI, USA) e mantido
em estufa a 37°C, durante 12 horas. Apos este periodo a densidade Optica do meio foi
medida em espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil) e o
inoculo foi ajustado na concentragdo 108 UFCmL™.

Em uma placa de cultura celular de 24 pocos foram dispensados 2,0 mL de meio
BHI puro contendo 1% do in6culo, deixando os blocos de dentina totalmente submersos.
As placas foram colocadas em uma incubadora de bancada com agitacéo orbital (modelo
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Q816M20, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de
microaerofilia a 37°C durante 14 dias.

O meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente trocado a cada 48 horas,
sem a adicdo de novos micro-organismos. Transcorrido o periodo pés-manipulagéo, cada
disco de cimento foi removido da matriz, esterilizados em luz ultra-violeta, conforme
descrito no teste anterior e colocado sobre um dos blocos de dentina contendo o biofilme
formado, lavados previamente em solugdo salina para remocao de bactérias planctonicas.
Os conjuntos formados pelos blocos de dentina com os discos de cimentos foram
colocados em Placas de Petri. Sobre cada conjunto foi gotejado 20 pL de solugdo salina
estéril para evitar o ressecamento dos mesmos. O tempo de contato foi de 15 h e as placas
foram mantidas em estufa a 37°C. Foi incluido um grupo controle onde os biofilmes
entraram em contato com um disco de teflon, servindo de comparacéo para os resultados.

Decorridos o periodo de contato, os discos de cimentos foram removidos e 0s
blocos de dentina com o biofilme remanescente, inclusive o grupo controle, foram
individualmente colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de solucéo salina estéril e
pérolas de vidro. Os tubos foram agitados em vortéx (modelo Q220, Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 1 min para suspensdo dos micro-organismos.
Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal seriada da suspenséo de E. faecalis obtida.
Ao final das diluigdes, trés aliquotas de 20 puL de cada uma das suspensdes foram
distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura Tryptic Soy Agar (Difco
Laboratories-Becton Dickinsonand Company - USA). As placas foram incubadas a 37°C
por 48 h.

A leitura dos resultados de cada placa de cultura resultou da média do nimero de
UFCmL? das trés areas de crescimento bacteriano, na diluicdo onde apresentou em cada
area um numero de colbnias entre 5 e 50. A partir destas médias foi calculado o nimero
de UFCmL™ apds o periodo de contato entre os discos de cimentos obturadores e o
biofilme desenvolvido nos blocos de dentina. Os dados foram submetidos a
transformac&o logaritmica e o resultado de cada grupo foi calculado a partir da média dos
Seus quatro espécimes.

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

teste de comparacdes multiplas de Tukey, com 5% de significancia.
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RESULTADOS

PROPREDADES FISICAS

Os resultados demostraram que a adicdo de OME aumentou o tempo de presa do
MTA; sendo proporcional a quantidade do 6leo. Na solubilidade, aos 7 dias, 0s trés grupos
perderam menos de 3% da massa, ndo mostrando diferenga significativa entre eles, no
entanto aos 30 dias, MTA perdeu massa e MTA/OME 1% e MTA/OME 2% ganharam
massa, 0s trés grupos foram diferentes estatisticamente entre si. Pelo analise no Micro-
CT, foi possivel observar que aos 7 dias os trés grupos ndo mostraram diferenca
significativa, no entanto, os grupos MTA e MTA/OME 1% diminuiram de volume e
grupo MTA/OME 2% aumento de volume, aos 30 dias os grupos MTA e MTA/OME 1%
mostraram-se semelhantes, no entanto MTA/OME 2% ganhou volume, apresentando
diferenca significativa (p<0,05). No teste de radiopacidade os trés grupos tiveram valores

acima de 5 mm de Al, ndo sendo diferentes estatisticamente entre eles (tabela 2).

Tabela 2: Média e (desvio padrdo) do tempo de presa, solubilidade, alteracdo volumétrica e
radiopacidade do MTA e suas associa¢bes com OME

TESTE MTA MTA/OME 1% MTA/OME 2%

Inicial 16,00 (+ 1,265)° 23,50 (£ 2,258)° 28,50 (+ 4,550)°
TEMPO DE PRESA

minutos .
( ) Final 287,8 (+ 43,73)? 330 (+ 13,20)° 366,7 (+ 13,66)"

7 1,4 + 0, a 2, 2 (+ , a 2, 4 (+ ,221a
SOLUBILIDADE d 66 (+ 0,309) 032 (+ 0,663) 054 (+ 0,221)

% d did
(% demassaperdida) 50 4466 (£1,273¢ 0706 (£0,236)° 3,540 (+ 0,764)°

ALTERA(;AQ VOL. 7d -0,489 (+ 1,026)*  -0,342 (+ 1,451)? 0,960 (+ 0,580)
MICRO-CT
(% volume perdido)  30d  -0,218 (+ 1,568)* 0,838 (+ 1,111)* 3,690 (% 2,672)°

RADIPACIDADE

a a a
(mm de Al) 5092 (£0,167)* 5,164 (+0,239)* 5,078 (+ 0,383)

MTA: Mineral Trioxido Agregado; OME: Oleo de Melaleuca. * Letras diferentes representam
diferencas significativas (p < 0,05).

pH

Durante todos os periodos experimentais o grupo controle apresentou menores
valores de pH. No periodo de 3 dias, a maior alcalinizagdo do meio foi atingida pelo
MTA/OME 2%, o MTA/OME 1% né&o apresentando diferenca estatistica significativa em
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relacdo ao MTA/OME 2% nem com MTA. Nos periodos 1, 7, 14, 21 e 28 dias, 0s 3
grupos foram igualmente capazes de alcalinizar o meio, ndo havendo diferenca estatistica
entre eles (p > 0,05); no entanto apresentado diferenca estatistica com o Controle (tabela
3).

Tabela 3: Média e (desvio padrdo) do pH do MTA e suas associa¢gdes com OME nos diferentes

periodos experimentais

CIMENTOS REPARADORES

PERIODO MTA MTA/OME 1%  MTA/OME 2% CONTROLE
1DIA  7,732(x0,122)* 7,786 (0,172 7,855 (x0,111)* 7,211 (+ 0,242)°
3DIAS 7,734 (x0,122)° 7,773 (£0,134)*> 7,930 (+0,208)* 7,247 (+ 0,165)°
7DIAS  7978(£0,223)° 8,028 (+0,284)* 7,984 (£0,229)* 7,574 (+ 0,069)"
14DIAS 7,897 (£0,085)* 7,950 (+0,108)* 7,903 (+0,098)* 7,396 (+ 0,237)"
21 DIAS 8,059 (+0,168)* 7,981 (+0,1607)* 7,947 (+0,143)* 7,619 (+ 0,082)°
28 DIAS 7,964 (+0,177)*  7,845(+0,180)* 7,801 (+0,106)* 7,531 (+ 0,061)

MTA: Mineral Tridxido Agregado; OME: Oleo de Melaleuca; Controle: 4gua destilada. *Letras
diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

ATIVIDADE ANTIBIOFILME

O ensaio de cristal violeta, nos forneceu informagdes sobre a capacidade de
reducdo de biomassa de E. faecalis das associagcdes estudadas. Foi Observado que a
adicdo de MTA/OME 2% aumentou significativamente a capacidade de reducdo de
biomassa quando comparado com o0 MTA e 0o MTA/OME 1% (p<0,05). No ensaio de
contato direto modificado sobre biofilme, MTA/OME 2% mostrou-se significativamente
mais efetivo na redugdo de UFCmL™ quando comparado a0 MTA (p<0,05). O grupo
controle apresentou maior quantidade de micro-organismos quando comparado aos

demais grupos (p<0.05) em ambos dos testes (tabela 4).

Tabela 4: Média e (desvio padrdo) da atividade antibiofilme do MTA e suas associagdes com
OME, teste de CV expresso em absorbancia (Ash), e DCTM em UFCmL?
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CIMENTOS REPARADORES

TESTE MTA MTA/OME 1%  MTA/OME 2% CONTROLE
CV  0,305(+0,072)° 0,256 (+0,048)° 0,182 (+0,020)* 0,458 (+ 0,035)°

DCTM 5835 (+0,219)° 5415 (+0,293)* 5088 (+0,529)* 7,921 ( 0,191)°

MTA: Mineral Trioxido Agregado; OME: Oleo de Melaleuca; Controle: agua destilada; CV:
Cristal Violeta; DCTM: Contato Direto Modificado. *Letras diferentes representam diferencas
significativas (p < 0,05).

DISCUSSAO

MTA é o material reparador endodéntico de escolha devido a suas propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas (Kulan et al. 2016; Marciano et al. 2016). Entretanto, sua
atividade antimicrobiana é limitada (Kim et al. 2015). MTA tem sido associado a
diferentes substancias com a finalidade de aumentar o seu efeito antimicrobiano (Parirokh
& Torabinejad 2010; Samiei et al. 2013) e melhorar a consisténcia de trabalho e
manipulacdo (Kogan et al. 2006). A proporc¢éo de 3 partes de po para 1 de agua, foi usada
no presente estudo, pois favorece as propriedades fisico-quimicas do MTA branco
(Cavenago et al. 2014).

Os resultados mostraram que a adicdo de OME 1 e 2% ao MTA aumentaram 0s
tempos de presa inicial e final quando comparados ao MTA (p<0,05). Foi observada
melhorara na consisténcia ap6s manipulagdo. O tempo de presa e a concentracdo do 6leo
utilizado foram diretamente proporcionais. Concordando com estes resultados, a adi¢cdo
de substancias ao MTA (propilenoglicol) promoveu o aumento do tempo de presa do
material (Duarte et al. 2012).

A solubilidade é avaliada pela diferenga de massa, antes e ap0s a imersao em agua
(Parirokh & Torabinejad 2010). A solubilidade é avaliada no periodo de 24 horas
(1ISO:6876 2002). No entanto, periodos maiores de analise sdo utilizados, variando de 48
horas a 78 dias (Ceci et al. 2015; Samiei et al. 2015). O periodo de 7 dias tem sido
amplamente utilizado (Dawood et al. 2014; Abbaszadegan et al. 2015; Tanomaru-Filho
et al. 2015). A microtomografia computadorizada pode nos oferecer dados mais precisos,
e andlise de alteracdo volumétrica por Micro-CT. Aos 7 dias, os resultados da solubilidade
e alteracdo volumétrica foram semelhantes para os materiais (p>0,05), com valores dentro
do limite recomendado pela ISO 6876/2002 e concordando com estudos previos (Dawood

et al. 2014; Tanomaru-Filho et al. 2015). Apds 30 dias, 0 MTA foi o material com maior
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solubilidade e diminuicdo de volume. MTA/OME 1% e MTA/OME 2% aumentaram
massa e volume (p<0,05). Neste periodo, 0 MTA apresentou solubilidade superior ao
limite recomendado de 3% (ANSI/ADA 2000), discordando com os achados de outros
autores que observaram que no mesmo periodo avaliado o MTA solubilizou-se menos
que 3% (Singh et al. 2015), no entanto neste estudo observamos que sua alteracédo
volumétrica foi menor que 3%. A adigdo de OME 1 e 2% ao MTA promoveu aumento
de massa e volume, sendo que o grupo OME 2% mostrou valores superiores a 3%. A
solubilidade observada para MTA pode estar relacionada com a presenca do o6xido de
bismuto como radiopacificador, que tem mostrado aumentar a porosidade do cimento,
diminuindo a sua estabilidade mecénica, a presencia de 6xido de bismuto no cimento faz
com que ele mostre, a principio expansao e depois maior solubilidade (Coomaraswamy
et al. 2007; Camilleri & Mallia 2011) e alta capacidade de absor¢do de agua dos cimentos
a base de MTA ou Cimento Portland (Cutajar et al. 2011). Por outro lado, a adicdo do
6leo aumenta proporcionalmente o tempo de presa do material o que pode permitir maior
hidratacdo. Os resultados demonstram que menor solubilidade ocorreu na presenca de
maior concentracdo de 6leo.

A associacdo do OME ao MTA ndo interferiu na radiopacidade. Os resultados
obtidos foram similares para todos os grupos (p>0,05). Estes resultados superaram o valor
minimo de 3 mm de Al recomendado (1ISO:6876 2002). Outros autores também avaliaram
a radiopacidade do MTA em sangue e agua destilada e, assim como nosso estudo,
encontraram valores superiores a 3 mm de Al (Guerreiro Tanomaru et al. 2014;
Guimaraes et al. 2015).

O teste de pH foi realizado segundo Guerreiro-Tanomaru et al., 2011. Os
resultados mostraram que a adigdo do OME nas concentracdes estudadas ndo alterou a
capacidade de alcalinizagcdo do MTA (p>0,05). No entanto no periodo de 3 dias a adi¢éo
deste 6leo aumento a capacidade de alcalinizacdo, provavelmente pelo aumento no tempo
de presa. Todos 0s materiais apresentaram valores de pH superiores ao controle, em todos
os periodos de analise (p<0,05). Cavenago et al., 2014 também observaram valores de
pH semelhantes aos do presente estudo.

O ensaio cristal violeta € um dos métodos mais utilizados para avaliacdo dos
efeitos antimicrobianos de diversas substancias na biomassa de biofilme (Barros et al.
2014a; Barros et al. 2014b) sendo reconhecido por sua reprodutibilidade. No presente
estudo, a atividade antibiofilme foi avaliada por meio do contato de corpos-de-prova dos
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cimentos apos 48 horas de presa, sobre a biofilme de Enterococcos faecalis. Esse micro-
organismo é frequentemente usado para avaliagdo do potencial antimicrobiano de
materiais endodonticos (Odabas et al. 2011; Bidar et al. 2012; DaSilva et al. 2013; Kim
et al. 2015) e é frequentemente isolado nos casos de insucesso do tratamento endodoéntico
(Ricucci et al. 2015; Yang et al. 2016). Todos os materiais apresentaram capacidade em
reduzir biomassa de E. faecalis, entretanto, maior reducéo foi observada para MTA/OME
2% quando comparado aos demais grupos (p<0,05).

A atividade antimicrobiana foi avaliada adicionalmente com o ensaio de Contato
direto modificado, com resultados concordantes ao ensaio de Cristal violeta, uma vez que
MTA/OME 2% foi o mais efetivo na reducio de biomassa e de UFCmL™?, o que pode ser
justificado pelo aumento no tempo de presa e no pH no periodo de 3 dias. Holt et al.,
2007 incorporaram clorexidina 2% ao MTA e observaram maior efetividade sobre E.
faecalis. Além disso, Barros et al., 2014, empregando o ensaio cristal violeta,
demonstraram que cimento endodéntico (AH Plus) associado a nanoparticulas
quartendrias de aménia a 2% reduziu significativamente a biomassa de biofilme formada
por duas cepas diferentes de E. faecalis. Os resultados do presente estudo evidenciam que
a adicdo de substancias favorecem a efetividade antimicrobiana de biomateriais sem

interferir significativamente nas propriedades fisico-quimicas.

CONCLUSAO

A incorporacdo de 6leo de Melaleuca 2% ao MTA aumenta a atividade
antimicrobiana sobre biofilmes de Enterococcos faecalis. A adicdo de OME 1 e 2% ao
MTA aumentou o tempo de presa e alterou a solubilidade aos 30 dias, no entanto, ndo
alterou as demais propriedades fisico-quimicas avaliadas. As associa¢cdes do MTA ao

6leo de Melaleuca apresentam potencial para utilizagdo na clinica.
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4 PUBLICACAO 2

Propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas sobre Enterococcus

faecalis do Mineral Trioxido Agregado associado a farnesol*
RESUMO

Introducédo: O objetivo deste estudo foi avaliar propriedades fisico-quimicas e
atividade antibiofilme do Mineral Triéxido Agregado (MTA) branco e sua
associacao ao Farnesol (FAR) nas concentracdes de 1 e 2%. Métodos: O tempo
de presa inicial (TPI) e final (TPF) foi mensurado com agulhas Gilmore. A
solubilidade foi calculada pela porcentagem de massa perdida apds 7 e 30 dias.
A alteracdo volumétrica foi analisada no micro-CT apdés 7 e 30 dias. A
radiopacidade foi verificada com radiografias dos materiais e escala de aluminio.
O pH foi mensurado com pHmetro digital, nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28
dias. A atividade antibiofilme foi analisada pela biomassa de biofilme residual
apoés contato com o material. O ensaio Crystal Violeta (CV) foi realizado em leitor
de microplacas a 570 nm. Para o teste de Contato Direto Modificado (DCTM) foi
realizado plagueamento e contagem de Unidades Formadoras de Col6nia por ml
(UFC/mL1). Os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey, com
5% de significancia. Resultados: TPl e TPF foram menores para MTA (p<0,05).
Radiopacidade e solubilidade foram semelhantes entre os materiais (p>0,05).
Nos periodos de 1 e 3 dias, MTA com FAR 1 e 2 % apresentaram maior pH, que
foi semelhante para os materiais nos demais periodos. MTA associado ao Far 1
e 2% promoveram maior reducéo de biomassa de biofilme (p<0,05). Conclusé&o:
A adicéo de Farnesol 1 e 2% favorece a atividade antibiofilme do MTA, e mesmo
aumentando tempo de presa, proporciona propriedades fisico-quimicas

adequadas.

Palavras—chave: MTA, farnesol, endodontia, Enterococus faecalis

* Redigido de acordo com as normas do Journal of Endodontics
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INTRODUCAO

O insucesso do tratamento endoddntico esta relacionado a persisténcia
de micro-organismos remanescentes no sistema de canais radiculares e na
regido perirradicular (1, 2). O material reparador ideal deve promover
regeneracao dos tecidos perirradiculares e apresentar adequadas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas, sendo desejavel a agdo antimicrobiana (3). Dentre
0s materiais atualmente indicados destaca-se o Mineral Trioxido Agregado
(MTA). MTA é considerado um material bioativo a base de silicato de célcio, e
consiste de Cimento Portland (CP) associado ao radiopacificador 6xido de
bismuto (Bi203) (3, 4).

Algumas associagbes sao propostas para melhora da capacidade
antimicrobiana do MTA (5). Quando associado a clorexidina, e a nanoparticulas
de prata ocorreu aumento da efetividade antimicrobiana quando comparados ao
MTA contra micro-organismos presentes nas infec¢cdes endodoénticas (6, 7).

O aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos tem motivado o
estudo de novos agentes terapéuticos antimicrobianos, como os Oleos
Essenciais, que sdo materiais aromaticos e volateis naturais que protegem as
plantas de doencas e do ataque de insetos. Oleos Essenciais sdo usados desde
o inicio da civilizacdo humana para fins terapéuticos e medicinais (8).

Farnesol (FAR) € um alcool sesquiterpeno encontrado em prépolis e 6leos
essenciais de frutas citricas. FAR é hidrofébico e atua nas membranas celulares
de bactérias, comprometendo sua integridade e levando a liberagcédo do contetdo
intracelular (9). FAR é considerado um potente antibacteriano com potente acéo
antibiofiime (10), além de apresentar prometedora acdo antifungica (11). Os
biofilmes formados na presenca de FAR contém menos biomassa, e marcadas
mudancas na composicao da matriz; além de afetar a estrutura do biofilme, reduz
a biomassa, matando bactérias em biofilmes, e ao longo de geracdes celulares
ndo hé diminuicdo na susceptibilidade (9).

O sucesso dos tratamentos endodénticos esta baseado no processo
mecanico e quimico da desinfeccdo do canal radicular que ndo é eficaz na
eliminacdo de agentes patogénicos. E comum a presenca de E. faecalis em

canais radiculares previamente tratados com patologia periapical persistente (1).
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Este estudo visa avaliar a adicdo de farnesol ao MTA, com relacédo as

propriedades antimicrobianas e propriedades fisico-quimicas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados MTA branco (Angelus, Londrina, Parana, Brasil)
manipulado com agua destilada e associacdes ao Farnesol (FAR) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Matreiais experimentais e propor¢des utilizadas.

MTA Agua destilada FAR
MTA 1g 300 ul
MTA/FAR 1% 1g 285 pl 15 ul
MTA/FAR 2% 1g 270 pl 30 pl
Controle Grupo Controle (necesséario em alguns testes)

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

TEMPO DE PRESA

Para determinar o tempo de presa (n=5) foram utilizados anéis metalicos
com 10 mm de didametro interno e 1 mm de altura. A avaliacdo seguiu as
especificacdes da ISO 6876/2001 e ASTM:C266-08 (12, 13), as medicdes foram
feitas a cada 3 minutos durante a primeira meia hora, 5 minutos até as 2
primeiras horas e a cada 15 minutos desse periodo em diante. Ao atingir a presa
inicial as medi¢bes continuaram sendo realizadas até a presa final. Para
determinar a presa inicial foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 *
0,5g e diametro de 2 + 0,1 mm apoiada sobre a superficie do cimento. Os
materiais foram mantidos na estufa durante a analise e a agulha foi limpa entre
0s ensaios. Para determinar a presa final, foi repetido o0 mesmo procedimento
usando a agulha de Gilmore de 456 + 0,59 de massa e 1 + 0,1 mm de diametro

na ponta.
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SOLUBILIDADE

O teste de solubilidade foi realizado segundo Carvalho-Junior et al.
(2007) (14). Foram confeccionados corpos-de-prova com 7,75 mm de diametro
e 1,5 mm de altura (n=5). Cada molde foi preenchido e um fio de nylon
impermeavel colocado no interior do material; foram armazenados em estufa
com temperatura de 37°C e 100% de umidade 3 vezes o tempo de presa. Os
corpos-de-prova foram removidos dos moldes, colocados em dessecador a
vacuo, e a massa foi mensurada em balanca de precisao até obter estabilidade
da massa inicial (aproximadamente 7 dias), quando foram suspensos no interior
de recipientes plasticos com tampa contendo 7,5 ml de &gua destilada e
deionizada com a fixacédo dos fios de nylon, sem contato entre o material e a
superficie interna do recipiente. Os recipientes permaneceram em estufa a 37°C
durante 7 e 30 dias, apds cada periodo, os corpos-de-prova foram removidos da
agua, lavados com agua destilada, secos com papel absorvente e colocados
novamente em desumidificador até obter estabilidade da massa final
(aproximadamente 7 dias). A perda de massa foi expressa em porcentagem da

massa original.

ALTERACAO VOLUMETRICA EM MICRO-CT

Foi realizada a andlise da alteracdo volumétrica dos cimentos utilizando o
micro-tomografo SkyScan 1176 (Bruker-microCT, Kontich, Bélgica). Para a
realizacdo deste teste, modelos transparentes a base de resina epoxi foram
confeccionados usando pecas metalicas para obter blocos de resina com
cavidades de 3 mm de profundidade e 1 mm de diametro, simulando
retrocavidades. As cavidades foram preenchidas, por um Unico operador
treinado, com cada um dos materiais logo ap0s sua manipulagéo, empregando
condensador para retro-obturacdo. As amostras foram deixadas por trés vezes
o tempo de presa de cada material em estufa a 37°C e em umidade relativa. Os
escaneamentos foram realizados logo apés o preenchimento das cavidades e
nos periodos de 7 e 30 dias, sendo mantidos imersos em agua destilada entre
esses periodos experimentais. Os parametros para o escaneamento foram

baseados no estudo de Cavenago et al. (2014) (15) modificados por estudo
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piloto. O volume de preenchimento pelo material retrobturador foi calculado em
cada periodo.

A reconstrugdo das imagens foi realizada usando o programa NRecon
(V1.6.4,7; SkyScan, Bélgica). Apos a etapa de reconstrucdo das imagens, as
amostras foram corrregistradas em dois conjuntos de imagens (um usado como
referéncia e outro como target), utilizando o software Data Viewer (V1.5.1.2; Sky
Scan, Bélgica). Este corregistro permitiu um alinhamento geométrico dos
datasets utilizados. Para esta analise, foram padronizados limites de “top”
(estabelecido como o ultimo corte onde se observou a presenca do material) e
“‘bottom” (estabelecido como o primeiro corte apical onde foi possivel visualizar
o material), sendo os mesmos valores encontrados para esses limites utilizados
nas analises das amostras inicial e pés periodo de avaliacdo. A partir destes
limites, foi criada uma regido de interesse (ROI) em todas as seccoes,
selecionando o material. A integracdo das regides de interesse em todos os
cortes selecionados definiu um volume de interesse (VOI), salvo como um novo
dataset. Foi entdo realizado o processo de binarizacdo ou segmentacédo, sendo
este determinado a partir de um intervalo de cinza, definido através de um
histograma. A ferramenta “custom processing” foi entao utilizada, executando um
processamento personalizado das imagens através de um “task list” (lista de
tarefas com funcgdes diversas e operacfes matematicas). O resultado final foi a

analise volumétrica e o modelo 3D dos materiais nas cavidade.

RADIOPACIDADE

A analise de radiopacidade foi realizando segundo as especificagfes da
ISO 6876/2001 utilizando moldes com dimensdes de 10 mm de didmetro e 1 mm
de altura, sendo confeccionados 6 espécimes para cada material. Apds a
manipulagéo, os materiais foram colocados nos moldes, que permaneceram a
37°C e 100% de umidade, por 48 h. Depois desse periodo, um corpo-de-prova
de cada material e uma escala de Al, com varia¢cbes de espessura de 2 a 16 mm
de Al, foram radiografados sobre um filme oclusal (Insight — Kodak Comp,
Rochester, NY) com o aparelho de raios-X GE1000 (General Electric, Milwaukee,
WI) operado a 60 kV, 7 mA, 18 pulsos/s e 30 cm de distancia focal. Os filmes

foram processados com solucdo nova em reveladora automatica, digitalizados e
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avaliados usando o programa ImageJ, onde foram selecionadas areas de cada
degrau da escala de Al e dos cimentos para determinar a equivaléncia da
radiopacidade dos cimentos em mm de Al, de maneira similar a realizada por

Vivan et al. (2009) (16), usando a seguinte equacao:

AX2

+ mm de Al imediatamente anterior DRM
B

Onde
DRM = Densidade Radiografica do Material
A = DRM — DR do incremento de Al imediatamente anterior a DRM;
B = DR do incremento de Al imediatamente posterior a DRM - DR do
incremento de aluminio imediatamente anterior a DRM;

2 = 2 mm de incremento da escala de Al

pH

Para os testes de pH, tubos de polietileno com 10 mm de comprimento
e 1 mm de didametro foram preenchidos com cada material (h=10). Cada tubo foi
imerso em 10 ml de agua deionizada cujo pH foi aferido previamente (17) e
mantido na estufa a 37°C durante os periodos experimentais. Transcorrido cada
periodo de avaliacdo, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias, os tubos de polietileno foram
transferidos para novos frascos com o auxilio de uma pinca e a solucéo
resultante de cada um dos frascos utilizados foi utilizada para realizar a afericao
do pH, realizada com pHmetro digital Digimed DM-21 (Digicrom Analitica Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) & temperatura ambiente, 25°C. Previamente a afericdo do pH,
o dispositivo foi calibrado com solugdes-tampé&o de pH 4, 7 e 10 e estas foram
utilizadas para calibragem do pHmetro durante todo o periodo experimental.
Apo6s as mensuragdes em triplicata, os dados foram tabulados e analisados

estatisticamente.

PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS
Os procedimentos microbiologicos foram realizados em camara de fluxo
laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil) sob condi¢cdes assépticas,

utilizando cepa de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). A pureza da cepa foi



39

confirmada por meio de morfologia macroscopica e microscopica (Coloracdo de

Gram).

ATIVIDADE ANTIBIOFILME: ENSAIO CRISTAL VIOLETA (CV)

A biomassa de E. faecalis foi visualizada e quantificada com o ensaio de
cristal violeta. Foram utilizados moldes de silicone com dimensdes de 5 mm de
diametro e 1 mm de altura, sendo confeccionados 8 discos para cada material.
Apoés a manipulacéo e preenchimento permaneceram na estufa a 37°C e 100%
de umidade, por 48 horas. Depois desse periodo, as amostras foram removidas
da matriz e submetidas a esterilizacédo por meio de radiacao ultravioleta.

Para formacéo da biomassa de biofilme, foram obtidas culturas puras de E.
faecalis por meio de semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo
TSA (Tryptic Soy Agar, Difco, Detroit, MI, EUA) 12 h antes do teste. A
concentracéo do inéculo bacteriano foi ajustada por meio de espectrofotbmetro
(Modelo 600 Plus, Femto, S&do Paulo, SP, Brasil) e ajustou-se uma concentracao
equivalente a 108 UFC/mL™.

O inéculo foi preparado em caldo de soja tripticase (Difco) a partir de cepa
na fase de crescimento logaritmica. Apés agitacéo por vortex, 200 ul de aliquotas
da suspensédo bacteriana foram distribuidas em cada poco de uma placa de
cultura de 96 pocos e incubadas durante 48 horas a 37°C. ApGs este periodo, 0
conteudo de cada poco foi aspirado e os pocos foram lavados 3 vezes com 200
UL de PBS (pH 7,2) para remover as células ndo aderidas. Os discos dos
cimentos foram colocados nos pocos junto com 20ul de solucdo salina para
manter a umidade e permaneceram durante 24 h a 37°C em contato com o
biofilme. Ap6s esse periodo os discos dos cimentos foram removidos e cada
poco foi lavado 3 vezes com PBS, em seguida, as bactérias aderentes foram
coradas durante 20 minutos com 200 pl solugdo de cristal violeta 0,1% em
temperatura ambiente. O excesso de corante foi enxaguado por lavagem com
agua destilada. As placas foram secas a temperatura ambiente e o corante ligado
as células aderentes foi solubilizado com 200 pL acido acético 33% durante 5
minutos. Para quantificar a biomassa de biofiime remanescente ap0s o
tratamento, foi medida a absorbancia (570 nm) para a solugéo de cristal violeta
usando espectofotrometo (EIxX800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT, USA).
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Para o controle positivo foi utilizada a solucdo salina. Todos os ensaios foram

realizados em quadruplicata em duas ocasides distintas.

ATIVIDADE ANTIBIOFILME: CONTATO DIRETO MODIFICADO (DCTM)

Os materiais foram manipulados e inseridos em moldes medindo 7 x 1
mm (didametro x espessura interna), mantidos em estufa a 37 +/- 1°C e umidade
controlada por 48 horas. Incisivos centrais bovinos com raizes completamente
formadas foram usados para obtencdo do substrato para o desenvolvimento do
biofilme. As raizes foram seccionadas em blocos de dentina com dimensdes de
5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x comprimento x espessura). Todos 0s cortes
foram realizados em disco diamantado em baixa velocidade (Isomet — Buehler,
Lake BIluff, IL, EUA) com irrigacao abundante. Os blocos foram colocados em um
tubo de ensaio contendo agua destilada foram levados a autoclave para
esterilizagédo a 121°C por 20 min.

Para a formacdo do biofiime de E. faecalis, o micro-organismo foi
reativado em 4,0 mL de caldo BHI estéril (BHI, Difco Laboratories Inc., Detroit,
MI, USA) e mantido em estufa a 37°C, durante 6 horas. Apds este periodo a
densidade 6ptica do meio foi medida em espectrofotdbmetro (Modelo 600 Plus,
Femto, S&o Paulo, SP, Brasil). Em seguida, uma aliquota equivalente a 1% do
volume foi utilizada para contaminacdo dos espécimes sendo adicionado ao
meio de cultura estéril e homogeneizado.

Em uma placa de cultura celular de 24 pocos foram dispensados 2,0 mL
de meio BHI puro contendo 1% da suspensao bacteriana, deixando os blocos de
dentina totalmente submersos. As placas foram colocadas em uma incubadora
de bancada com agitacdo orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de microaerofilia a 37°C
durante 14 dias.

O meio de cultura BHI de cada espécime foi totalmente trocado a cada 48
horas, sem a adicdo de novos micro-organismos. Transcorrido o periodo pos-
manipulacéo, cada disco de cimento foi removido da matriz, esterilizados em luz
ultra-violeta e colocado sobre um dos blocos de dentina contendo o biofilme
formado, lavados previamente em solugdo salina para remocao de bactérias

planctonicas. Os conjuntos formados pelos blocos de dentina com os discos de
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cimentos foram colocados em Placas de Petri. Sobre cada conjunto foi gotejado
20 pL de solugéo salina estéril para evitar o ressecamento dos mesmos. O tempo
de contato foi de 15 h e as placas foram mantidas em estufa a 37°C. Foi incluido
um grupo controle onde os biofilmes entraram em contato com um disco de
teflon, servindo de comparacéo para os resultados.

Decorridos o periodo de contato, os discos de cimentos foram removidos
e o0s blocos de dentina com o biofilme remanescente, inclusive o grupo controle,
foram individualmente colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de solucéo
salina estéril e pérolas de vidro. Os tubos foram agitados em vortéx (modelo
Q220, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 1 min para
suspensao dos micro-organismos. Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal
seriada da suspensdo de E. faecalis obtida. Ao final das diluigBes, trés aliquotas
de 20 pL de cada uma das suspensoes foram distribuidas em placas de Petri
contendo o meio de cultura Tryptic Soy Agar (Difco Laboratories-Becton
Dickinsonand Company - USA). As placas foram incubadas a 37°C por 48 h.

A leitura dos resultados de cada placa de cultura resultou da média do
numero de UFC/mL™ das trés areas de crescimento bacteriano, na diluicdo onde
apresentou em cada area um numero de colbnias entre 5 e 50. A partir destas
médias foi calculado o nimero de UFC/mL! apés o periodo de contato entre os
discos de cimentos obturadores e o biofilme desenvolvido nos blocos de dentina.
Os dados foram submetidos a transformacéao logaritmica e o resultado de cada
grupo foi calculado a partir da média dos seus quatro espécimes.

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

ANOVA e ao teste de comparac¢des multiplas de Tukey, com 5% de significancia.
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RESULTADOS

PROPREDADES FiSICA-QUIMICAS

A adicédo de FAR 1 e 2% aumentou significativamente o tempo de presa
do MTA. Aos 7 dias, os trés materiais perderam menos de 3% da massa, ndo
mostrando diferenca significativa. No periodo de 30 dias, o MTA perdeu mais de
3% de massa, sendo estatisticamente diferente a MTA/FAR 1% e a MTA/FAR
2% que apresentou aumento de massa. Quando avaliada a Alteragéo
Volumétrica pelo micro-CT, tanto aos 7 quanto aos 30 dias MTA diminuiu de
volume, no entanto MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2% aumentaram de volume; a
alteracdo foi menor que 3%. No teste de Radiopacidade os trés materiais
mostraram valores acima de 5 mm de Al, ndo sendo diferentes entre eles (Tabela
2).

Tabela 2: Média e (desvio padrédo) do tempo de presa, solubilidade, alteragéo
volumétrica e radiopacidade do MTA e suas associa¢cdes com FAR

MTA MTA/FAR 1% MTA/FAR 2%
Inicial 16,17 (+ 1,169 25,67 (+ 2,422)° 26,33 (+ 2,944)°
TEMPO DE
PRESA (minutos) .
Final 276,2 (x 53,71)2 480 (+ 34,99)° 441,7 (+ 29,94)°
SOLUBILIDADE 7 dias 1,526 (i 0,351)a 1,455 (i 0,451)a 1,350 (i 0,479)a
(% de massa
perdida) 30 dias -3,866 (+ 1,099)° -1,368 (+ 0,318)> 0,910 (* 0,355)2
ALTERACAO 7dias  -0,489 (+ 1,026)2 0,548 (£ 0,687)* 0,727 (+0,717)2
VOL. MICRO-CT
(% volume . a ab b
perdido) 30 dias -0,204 (£ 1,578) 1,352 (+ 1,483)* 2,526 (+ 1,050)

RADIOPACIDADE (mm de Al)

5,092 (+ 0,167)?

5,427 (+ 0,353)?

5,246 (+ 0,265)?

MTA: Mineral Triéxido Agregado; FAR: Farnesol. * Letras diferentes representam
diferencas significativas (p < 0,05).

pH

Durante todos os periodos experimentais o grupo controle (agua

destilada) apresentou menores valores de pH. No periodo de 1 e 3 dias, a maior

alcalinizacdo do meio foi atingida pelo MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2%, em relacéo
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ao MTA. Nos periodos 7, 14, 21 e 28 dias, os 3 materiais foram semelhantes (p
> 0,05) (tabela 3).

Tabela 3: Média e (desvio padrdo) do tempo de presa, solubilidade, alteracéo
volumétrica e radiopacidade do MTA e suas associacdes com FAR

PERIODO MTA MTA/FAR 1% MTA/FAR 2% CONTROLE
1DIA  7.722(+0.091)°  7.922 (+0.082)  7.903 (+ 0.164)  7.211 (+ 0.242)°
3DIAS  7.724 (+0.111)°  7.934 (+0.097)* 7.931 (+0.168)*  7.247 (+ 0.165)°
7DIAS  7.968 (+0.203)* 8.043 (+0.214)*  7.895 (+0.197)*  7.574 (+ 0.069)"
14DIAS  7.897 (£0.073)®  7.914 (+0.100)*  7.901 (+ 0.125)*  7.396 (+ 0.237)"
21DIAS  8.049 (+0.1560)° 7.991 (+0.213)®  8.038 (+0.126)*  7.619 (+ 0.082)°
28DIAS  7.954 (£ 0.157)%  7.797 (£ 0.116)*  7.939 (+ 0.220)*  7.531 ( 0.061)"

MTA: Mineral Triéxido Agregado; FAR: Farnesol; Controle: agua destilada. *Letras
diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

A atividade antibiofilme foi avaliada pelos testes CV e DCTM. A adicao de
Farnesol nas duas concentra¢cdes aumentou significativamente a capacidade de
reducdo de biomassa de E. Faecalis, assim como diminuiu significativamente as
UFC/mL?! quando comparado com o grupo MTA, que apresentou diferenca

significativa também com o controle (Tabela 4)

Tabela 4: Média e (desvio padréo) da atividade antibiofilme do MTA e suas associacdes
com FAR, teste de CV expresso em absorbancia (Asb), e DCTM em UFCmL?
MTA: Mineral Trioxido Agregado; FAR: Farnesol; Controle: 4gua destilada; CV: Cristal

TESTE MTA MTA/FAR 1% MTA/FAR 2% CONTROLE

CV  0.299 (+0.049)° 0.150 (+ 0.040)2 0.152 (+ 0.020)2  0.462 (+ 0.030)°

DCTM  5.685 (+0.164)° 4.834 (+0.372)2 4.617 (+ 0.331)*  7.806 (+ 0.387)°

Violeta; DCTM: Contato Direto Modificado. *Letras diferentes representam diferencas
significativas (p < 0,05).
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DISCUSSAO

MTA apresenta limitada atividade antimicrobiana (5). No entanto, é
desejavel que os cimentos reparadores apresentem acao antimicrobiana sobre
micro-organismos resistentes destacando o E. faecalis, que demonstra
resisténcia ao ambiente altamente alcalino produzido pelo hidroxido de calcio e
pode invadir tibulos dentinérios formando biofilme (1). A adicdo de substancias
com potencial antimicrobiano aos materiais endodonticos estd sendo
amplamente estudada (18-20). A adicdo de clorexidina 2% ou Nanoparticulas de
prata (7, 21) ao MTA demonstrou aumento da efetividade sobre E. faecalis.

A proporcao utilizada foi de 3 partes de po para 1 de agua, pois favorece
as propriedades fisico-quimicas do MTA branco (15). Os nossos resultados
mostraram que a adicdo de FAR nas duas concentracfes estudadas também
altera o tempo de presa do cimento, aumentando o tempo de presa tanto inicial
quanto final (p<0,05). De forma semelhante, a adicdo de substancias
(propilenoglicol) ao MTA também promoveu o aumento do tempo de presa do
material (23). Assim, a incorporacado deste alcool sesquiterpeno pode retardar o
processo de hidratacao.

A solubilidade foi avaliada com teste convencional pela diferenca de
massa, antes e apdés a imersdo em agua (19). A avaliacdo da alteracdo
volumétrica pelo micro-CT proporciona dados precisos e tridimensionais. Os
periodos de avaliacdo na literatura variam desde 24 (12) horas até 78 dias (24,
25). No entanto o periodo de 7 dias tem sido amplamente utilizado (26-28). Por
tanto, neste trabalho foram analisadas a solubilidade e a alteracdo volumétrica
nos periodos de 7 e 30 dias.

As associagbes de FAR ao MTA nas duas concentragbes estudadas
foram semelhantes ao material puro (p>0,05), mantendo seus valores dentro dos
limites recomendados pela ISO 6876:2002 e concordando com estudos prévios
(27, 28). Aos 30 dias MTA apresentou maior solubilidade, com valores superiores
a 3% (29). Discordando com os achados de outros autores que avaliaram a
solubilidade de diversos materiais reparadores, e aos 30 dias obtiveram valores
menores a 3% (30). No entanto, MTA/FAR 1% apresentou diminuigdo de massa
e MTA/FAR 2% aumento. Aos 7 dias os trés materiais foram semelhantes em
relagdo a alteracdo volumétrica. No entanto, MTA mostrou diminuicdo de
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volume, enquanto que a associacdo ao FAR apresentou aumento. No periodo
de 30 dias o MTA mostrou diminuicdo de volume, que pode ser relacionada a
maior solubilidade. MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2% aumentaram de volume neste
periodo. Concordando com resultados de solubilidade, MTA/FAR 1% apresentou
pequena perda de massa e MTA/FAR 2% mostrou aumento de massa apos 30
dias.

A solubilidade do MTA pode estar relacionada com a presenca do 6xido
de bismuto como radiopacificador, que tem mostrado aumentar a porosidade do
cimento, diminuindo sua estabilidade mecéanica e aumentando sua solubilidade
(4, 31). Por outro lado, a adicao de farnesol pode ter diminuido a dissociag&o dos
componentes do cimento. Ainda, o aumento de volume dos cimentos com
Farnesol pode estar relacionado ao maior tempo de presa e tempo de hidratacao
do material. Desta forma, na presenca de maior concentracdo de farnesol foi
observada menor solubilidade e maior altera¢éo volumétrica no micro-CT.

No teste de radiopacidade foram todos os materiais foram semelhantes
(p>0,05), evidenciando que a adicdo de FAR ndao interfere nessa propriedade.
Estes resultados superaram o valor minimo de 3 mm de Al recomendado pela
norma ISO 6876. Estudos que avaliaram a radiopacidade do MTA em sangue e
adgua destilada encontraram valores superiores a 3 mm de Al (32, 33).

O teste de pH foi realizado segundo Guerreiro-Tanomaru et al., 2011 (17).
Os nossos resultados mostraram que a adicdo do FAR aumentou alcalinizacao
do meio nos periodos de 1 e 3 dias (p<0,05). No entanto, nos demais periodos
avaliados, a capacidade de alcalinizacdo foi semelhante entre os materiais.
Embora utilizando metodologia diferente, Cavenago et al., 2014 também
observaram valores de pH semelhantes aos do presente estudo.

A associacado do FAR ao MTA foi proposta no presente estudo por ser
uma substancia natural com potencial antibiofilme e antifingico (10, 11) e que
nao apresenta desenvolvimento de resisténcia microbiana (9). Desta forma, é
objetivo favorecer a atividade antibiofilme do MTA, sem prejudicar as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do material. A adicdo de FAR ao MTA
mostrou aumentar a atividade antimicrobiana. Os ensaios CV e DCTM sao dos
métodos mais utilizados para avaliagdo dos efeitos antimicrobianos de diversas
substancias na biomassa de biofiime (8, 22). E sé&o reconhecidos por sua
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reprodutibilidade (8). A atividade antibiofilme foi realizada sobre biomassa de
biofilme de E. faecalis, micro-organismo resistente presente nos casos de
insucesso do tratamento endodontico (1, 2) e usado para avaliagédo do potencial
antimicrobiano de materiais endodénticos (5, 18).

No ensaio CV todos os materiais apresentaram capacidade de reduzir
biomassa de biofilme, entretanto, MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2% mostraram
melhores resultados quando comparado ao MTA (p<0,05). O ensaio DCTM
mostrou resultados concordantes, indicando que a incorporacao de farnesol nas
duas concentracdes diminui as UFC/mL! qguando em contato com o biofilme de

E. faecalis.

CONCLUSAO

A incorporacdo de Farnesol 1 e 2% ao MTA aumenta a atividade
antimicrobiana sobre a biofilmes de Enterococcus faecalis. A radiopacidade e o
pH nédo foram alteradas, entretanto, ocorreu aumentou do tempo de presa e
alteracao no volume aos 30 dias. As associa¢des do MTA e Farnesol apresentam

potencial para uso clinico.
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5 CONCLUSAO

A incorporacéo de Oleo de Melaleuca 2% ao MTA aumenta a atividade
antimicrobiana sobre biofilmes de Enterococcos faecalis. A adicdo de OME 1 e
2% ao MTA aumentou o tempo de presa e alterou a solubilidade aos 30 dias, no
entanto, ndo alterou as demais propriedades fisico-quimicas avaliadas.

A adicdo de Farnesol 1 e 2% ao MTA aumenta o tempo de presa inicial e
final deste material, diminui a solubilidade e aumenta o volumen do MTA em
periodos mais longos (30 dias). Estas associacfes nado interferem na
radiopacidade do material, e melhoram a capacidade de alcalinizacdo nos
periodos de 1 e 3 dias. MTA/FAR 1% e MTA/FAR 2% tém melhor capacidade
antibiofilme sobre biofilmes de Enterococcos faecalis que o MTA puro.

As associacfes do MTA ao 6leo de Melaleuca e ao Farnesol apresentam

potencial para utilizagdo uso clinico.
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