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Rodrigues GB. Propriedades fisico-quimicas e antibiofilme de materiais endodénticos
bioceramicos obturadores e reparadores e associagdes com cetramida [dissertacdo
de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Objetivo: Materiais bioceramicos devem apresentar propriedades fisico-quimicas e
antibiofilme adequadas. Foram avaliados (Publicacdo 1): cimentos bioceramicos
reparadores: NeoPutty (Nusmile, EUA) e MTA Repair HP (Angelus, Brasil)
(Publicacdo 2): e os cimentos endodonticos bioceramicos Neo-MTA 2 (Nusmile,
EUA) e BioRoot RCS (Septodont, Franca) associados ou ndo a cetramida (CTR) 1%.
Metodologia: Tempo de presa (TP) foi avaliado segundo norma 1SO-6876
empregando agulha Gilmore. Tubos de polietilieno preenchidos com os cimentos
foram utilizados para avaliacdo do pH nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias da
imersdo em &gua deionizada. Tubos de dentina bovina foram imersos em agua
destilada por 24 h a 37C, preenchidos com os cimentos, e depois foi realizado
escaneamento em Microtomografia computadorizada (Micro-CT. SkyScan 1176.
Bruker, Bélgica) a 9 um. Apds imerséo dos cimentos reparadores em PBS por 7 dias
e dos cimentos obturadoes por 7 e 28 dias, novo escaneamento foi realizado para
avaliacao da alteracao volumétrica e porosidade. A reconstrucdo (NRecon - V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica), sobreposicao (Data Viewer - V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) e analise
(CTAnN - V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica) das imagens obtidas com os escaneamentos
foi realizada. Modelos 3D das cavidades foram obtidos por meio do programa CTVol
(V2.3.1.0). A atividade antibiofilme, foi avaliada pelo teste de contato direto modificado
com biofilme (TCDM). Os dados obtidos foram submetidos aos testes estatisticos
adequados para cada experimento com nivel de significancia de 5%. Publicacédo 1 —
Resultados: NeoPutty apresentou maior TP que MTA Repair HP (p<0,05). MTA
Repair HP apresentou maiores valores de pH (p<0,05). Em todos os periodos, os dois
cimentos apresentaram pH alcalino. NeoPutty demonstrou maior solubilidade (p<0.05)
que MTA-HP. Porém, ambos materiais apresentaram menos que 3% de solubilidade.
A alteracdo volumétrica e porosidade apresentaram valores menores que 1%, sem
diferenca significativa entre materiais (p>0.05). Ambos 0s cimentos apresentaram
acao antibiofilme em comparacédo ao grupo controle, sem diferenca estatistica entre
si (p>0.05). Conclusdes: NeoPutty e MTA Repair HP apresentam pH alcalino, baixa
solubilidade, baixa porosidade e estabilidade dimensional, além de acao antibiofilme,
sugerindo a aplicacdo clinica. Publicacdo 2 - Resultados: BR e BR+CTR
apresentaram menor TP que NMTA2 e NMTA2+CTR (p < 0,05). Em todos os
periodos, os cimentos avaliados e associa¢des apresentaram pH alcalino. Nao houve
diferenca significativa na alteracdo volumétrica entre a extremidade e a parte interna
dos espécimes (p>0.05). Os grupos que apresentaram diferenca estatistica entre os
periodos de 7 e 28 dias (p<0.05) sdo NEO MTA2 na andlise da extremidade e
NEO+CTR na analise da parte interna do espécime, sendo que apoés 28 dias 0s
materiais apresentam diminui¢do do volume. As associa¢cdes com CTR demonstraram
maior atividade antibiofilme (p<0,5) quando comparados com 0s cimentos sem
associacdo. Conclusdes: Os materiais apresentaram adequados tempo de presa e
pH, atividade antibiofilme e baixa alteracdo volumétrica. A associacdo com CTR nao
prejudicou as propriedades fisico-quimicas, além de aumentar a atividade antibiofilme
de Neo-MTA 2 e BioRoot RCS.

Palavras-chave: Materiais dentarios. Propriedades fisicas e quimicas. Biofilmes.
Microtomografia por raio-X. Endodontia.



Rodrigues GB. Physicochemical and antibiofilm properties of endodontic and repair
bioceramic materials and associations with cetrimide [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Objective: Bioceramic materials must have physicochemical and antibiofilm properties.
We evaluated (Publication 1): bioceramic repair materials: NeoPutty (Nusmile, USA)
and MTA Repair HP (Angelus, Brazil) and the bioceramic endodontic cements
(Publication 2): Neo-MTA 2 (Nusmile, USA) and BioRoot RCS (Septodont, France)
associated or not with 1% cetrimide (CTR). Methodology: Setting time (ST) was
evaluated according to 1ISO-6876 using Gilmore needle. Polyethylene tubes filled with
cement were used to evaluate the pH in the periods of 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days of
immersion in deionized water. Bovine dentin tubes were immersed in distilled water for
24 h at 37°C, filled with cements, and then scanned in Computerized Microtomography
(Micro-CT. SkyScan 1176. Bruker, Belgium) at 9 pm. After immersion of the repair
cements in PBS for 7 days and the endodontics cements for 7 and 28 days, a new
scan was performed to evaluate the volumetric change and porosity. The
reconstruction (NRecon - V1.6.4.7; SkyScan, Belgium), overlay (Data Viewer -
V1.5.2.4; SkyScan, Belgium) and analysis (CTAn - V1.15.4.0; SkyScan, Belgium) of
the images obtained with scans were performed. 3D models of the cavities were
obtained using the CTVol program (V2.3.1.0). Antibiofilm activity was evaluated by the
modified direct contact test with biofilm. The data obtained were submitted to the
appropriate statistical tests for each experiment with a significance level of 5%.
Publication 1 — Results: NeoPutty presented higher ST than MTA Repair HP
(p<0.05). MTA Repair HP showed higher pH values (p<0.05). In all periods, the two
cements presented alkaline pH. NeoPutty demonstrated greater solubility (p<0.05)
than MTA-HP. However, both materials showed less than 3% solubility. The volumetric
change and porosity presented values lower than 1%, with no significant difference
between materials (p>0.05). Both cements showed antibiofilm action compared to the
control group, with no statistical difference between them (p>0.05). Conclusions:
NeoPutty and MTA Repair HP have alkaline pH, low solubility, low porosity and
dimensional stability, in addition to antibiofilm action, suggesting clinical application.
Publication 2 — Results: BR and BR+CTR showed lower ST than NMTA2 and
NMTA2+CTR (p < 0.05). In all periods, the evaluated cements and associations
presented alkaline pH. There was no significant difference in volumetric change
between the tip and the inside of the specimens (p>0.05). The groups that presented
statistical difference between the periods of 7 and 28 days (p<0.05) are NEO MTAZ2 in
the analysis of the extremity and NEO+CTR in the analysis of the internal part of the
specimen, and after 28 days the materials show a decrease in volume. Associations
with CTR showed greater antibiofilm activity (p<0.5) when compared with cements
without association. Conclusions: The materials showed adequate setting time and
pH, antibiofilm activity and low volumetric change. The association with CTR did not
impair the physicochemical properties, in addition to increasing the antibiofilm activity
of Neo-MTA 2 and BioRoot RCS.

Keywords: Dental materials. Physical and Chemical Properties. Biofilms. X-Ray
Microtomography. Endodontics.
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1 INTRODUCAO

Materiais endodonticos devem seguir normas ISO (International Organization
for Standardization - ISO 6876)! e ADA (American Institute/American Dental
Association - n° 57)2 que determinam parametros para propriedades como
solubilidade, pH, tempo de presa e escoamento. Alteracdo volumétrica e porosidade
podem ser avaliadas por microtomografia computadorizada (Micro-CT)34,
complementando testes da ISO. Outra propriedade importante dos materiais
endoddnticos € a agcdo antimicrobiana, que pode contribuir para o controle da infec¢cédo
persistente no sistema de canais radiculares.

Estabilidade dimensional e baixa solubilidade sdo desejadas para um material
endodontico, uma vez que a contracdo ou dissolugcdo do mesmo pode comprometer o
sucesso do tratamento®®. Segundo especificacdes da ANSI/ADA n° 572 e 1ISO 68761,
a alteracéo dimensional ndo deve exceder 1,0% em contracao ou 0,1% em expansao.
A metodologia convencional de solubilidade preconizada pelas normas ISO/ADA
apresenta limitacGes para avaliacdo de cimentos bioceramicos uma vez que esta
baseada na perda de massa ap0s imersdo em agua destilada seguida por
desidratacdo. A imersao em solucao fisioldgica tamponada (PBS) demonstra menor
solubilidade dos bioceramicos quando comparados a imersdo em agua destilada*”.
Valores de solubilidade mais baixos apds imersdo em PBS podem ser encontrados
devido a precipitacdo da hidroxiapatita de calcio na superficie dos materiais a base de
silicato de calcio®.

Outra propriedade importante para materiais € a porosidade, que pode ser
relacionada ao selamento. A presenca de poros pode ocorrer pelo processo de
mistura no momento da manipulacdo do cimento®. Para diminuir a influéncia da
manipulacdo e facilitar o emprego clinico, novos materiais prontos para uso foram
desenvolvidos. Para avaliar a porosidade de um material, novas metodologias estao
sendo propostas, como a analise em microtomografia computadorizada (Micro-
CT)0.11,

Micro-CT € uma ferramenta ndo destrutiva que permite avaliar a microestrutura
interna de materiais endodonticos, além da adaptacdo marginal de cimentos'?. Além
disso, a Micro-CT pode ser utilizada para avaliagdo da alteracdo volumétrica de

cimentos endodoénticos apds imersdo em diversos fluidos*. Com a analise volumétrica



11

(em mms3), podemos relacionar a propriedade de solubilidade com a alteracéo
dimensional dos materiais*.

MTA Repair HP (MTA HP. Angelus, PR, Brasil) € um cimento reparador a base
de silicato tricélcico desenvolvido para melhorar caracteristicas do MTA, como a
consisténcia e manipulacdo. Apresentado na forma de pé-liquido, seu pé contém
silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico, 6xido de célcio e tungstato de
célcio e o liquido &gua e plastificante para melhorar a manipulacdo®®. A
biocompatibilidade e capacidade de induzir biomineralizacdo do MTA Repair HP é
comprovada®®**®, Além disso, apresenta propriedades fisico-quimicas satisfatérias,
como baixa solubilidade, escoamento, radiopacidade!® e resisténcia a compressao?®.
Até o momento, nenhum estudo foi desenvolvido avaliando a estabilidade volumétrica
do MTA Repair HP.

NeoPutty € um novo cimento reparador pronto para uso e segundo o fabricante
(Nusmile, Houston, TX USA) é constituido por um pé inorganico extremamente fino
de silicato tricalcico/dicalcico em meio orgéanico. Segundo o fabricante, NeoPutty
apresenta propriedades biol6gicas como bioatividade e biocompatibilidade, além de
radiopacidade, estabilidade dimensional, pH elevado, consisténcia adequada para
insercao na cavidade, tempo de trabalho de 1h e de presa de 4 horas, além de néao
causar escurecimento dentario. Sua indicacdo abrange varios procedimentos, como
por exemplo: pulpotomias, selamento de perfuracdes, retrobturacdo, reabsorcao
radicular, etc. Ainda existem poucos estudos na literatura sobre esse material e suas
propriedades.

BioRoot RCS (Septodont, Saint Maur des Fossés, Franca) é um cimento
obturador bioceramico composto por silicato tricélcico, 6xido de zircénio e povidona
no pé e cloreto de calcio dihidratado e agua no liquido. BioRoot demonstrou ser
biocompativel e bioativol’, além de apresentar adequadas propriedades fisico-
guimicas'® e antimicrobianas contra Enterococcus faecalis!®?°. Porém, por ser a base
de silicato de calcio, alguns estudos mostram alta solubilidade!® e maior porosidade
quando comparado a um cimento de resina epéxi AH-Plus (Dentsply)?1-22.

Neo-MTA 2 é um novo cimento na apresentacdo poé-liquido e segundo o
fabricante (Nusmile, Houston, TX USA) é composto por um pdé inorganico
extremamente fino de silicato tricélcico e dicalcico e um gel a base de agua para ser
utiizado como material reparador (selamento de perfuracbes, retrobturacao,

pulpotomia) ou obturador de canais radiculares, dependendo da quantidade de gel
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incorporada. Ainda, segundo o fabricante, o NeoMTA 2 foi produzido para facilitar a
manipulacdo em comparacdo ao NeoMTA com maior radiopacidade (O0xido de
tantalo). Na consisténcia putty (utilizado como reparador), seu tempo de presa é de
14 minutos. Quando adicionado mais gel (utilizado como obturador) apresenta em
torno de 1 hora e 10 minutos para a presa final. Ainda ndo ha estudos sobre as
propriedades desse novo cimento endoddntico.

Acao antimicrobiana € desejavel aos materiais reparadores, ja que essa
propriedade pode colaborar para a desinfecgéo da dentina adjacente, aumentando as
chances de sucesso do tratamento. Os materiais a base de silicato tricalcico ja
mostraram apresentar acdo antimicrobiana devido ao pH alcalino?3. Esta propriedade
pode ser associada com a liberacdo de ions hidroxila durante o processo de
hidratacdo do material®#?%. Substancias como a cetramida (CTR)?® podem ser
adicionadas ao material, visando aumentar a atividade antimicrobiana e contribuindo
para o sucesso do tratamento. A CTR ou brometo de cetil-trimetil-amoénio € um
surfactante catibnico que apresenta efetividade antimicrobiana e antibiofilme sobre
E.faecalis?”-?8 e tem sido associado as solucdes irrigadoras como clorexidina (CHX)?8,
solucbes quelantes (EDTA)?"2° e a cimentos obturadores?6%0, Desta maneira, a
incorporacdo de agentes amonio quaternarios aos materiais endodonticos tem sido

relatada, demonstrando potencial para melhorar a acédo antimicrobiana.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

2.1 Objetivo Geral

Avaliacao fisico-quimica convencional e em Micro-CT, e atividade antibiofilme
de materiais endodonticos bioceramicos reparadores e obturadores associados ou

nao a Cetramida.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar as propriedades fisico-quimicas (pH, tempo de presa, solubilidade,
alteracdo volumétrica e porosidade) e atividade antibiofiime de novo cimento
reparador NeoPutty (Nusmile, EUA) em comparacdo ao MTA Repair HP (Angelus,
Brasil);

Avaliar as propriedades fisico-quimicas (pH, tempo de presa e alteracao
volumétrica) e atividade antibiofiime de novo cimento endoddntico Neo-MTA 2
(Nusmile, EUA) em comparacao ao BioRoot RCS (Septodont, Franga) associados ou
nao a cetramida (CTR) 1%.
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3 PUBLICACOES

As publicacdes descritas a seguir foram resultados da pesquisa realizada neste

trabalhado de dissertagéo.

3.1 Publicacéo 1"

Propriedades fisico-quimicas e atividade antibiofilme de um novo material
reparador bioceramico - NeoPutty
Resumo

Introduc&o: NeoPutty (Nusmile, EUA) € um novo cimento reparador bioceramico
pronto para uso a base de silicato tricalcico/dicélcico. Propriedades fisico-quimicas e
a acao antibiofilme do NeoPutty foram comparadas ao MTA Repair HP (MTA-HP).
Métodos: Tempo de presa (TP) foi avaliado segundo norma ISO-6876. pH foi avaliado
nos periodos de 1, 3, 7, 14 e 21 dias da imersdo dos materiais em agua deionizada.
A solubilidade foi determinada pela perda de massa apés 7 dias de imersdo em agua
destilada. A alteracdo volumétrica e porosidade foram avaliadas por meio de
microtomografia computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176), utilizando tubos de
dentina bovina preenchidos com os cimentos. O escaneamento dos espécimes foi
realizado 24 horas apés manipulacéo e apos 7 dias de imersdo em PBS. A atividade
antibiofilme, foi avaliada pelo teste de contato direto com biofilme de Enterococcus
faecalis (TCDM). Os dados obtidos nos testes fisico-quimicos foram submetidos ao
teste t ndo pareado (a=0,05) e no teste antimicrobiano ao teste de ANOVA e Tukey (a
=,05). Resultados: NeoPutty apresentou maior TP quando que MTA Repair HP (P <
,05). Em todos os periodos, os dois cimentos apresentaram pH alcalino. No entanto,
MTA Repair HP apresentou maior pH (P < ,05). NeoPutty demonstrou maior
solubilidade (P < ,05) que MTA-HP. Porém, ambos materiais apresentaram menos
que 3% de solubilidade. A alteracdo volumétrica e porosidade apresentaram valores
menores que 1%, sem diferenca significativa entre materiais (P < ,05). Ambos o0s
cimentos apresentaram acgéo antibiofiilme em comparagdo ao grupo controle, sem
diferenca estatistica entre si (P < ,05). Conclusdes: Os materiais apresentam pH
alcalino, adequada solubilidade, porosidade e estabilidade dimensional, além de acao

antibiofilme, sugerindo a aplicagéo clinica.

* Artigo redigido segundo as normas do periddico Journal of Endodontics para o qual sera submetido.
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Palavras-chave: Endodontia, micro-tomografia computadorizada, propriedades

fisico-quimicas

Introducéo

Materiais reparadores a base de silicatos de calcio séo indicados para tratamento de
perfuracdes radiculares, protecdo da polpa e obturacdo retrégrada (1). As
propriedades ideais de um material reparador incluem estabilidade dimensional, baixa
solubilidade, capacidade de selamento de comunicagdes entre periodonto e sistema
de canais radiculares (SCR), e potencial antimicrobiano (2).

NeoPUTTY é um novo cimento reparador pronto para uso que segundo o fabricante
(Nusmile, Houston, TX USA) é constituido por um p6 inorganico extremamente fino
de silicato tricalcico/dicélcico em meio organico. Sun et al (3) demonstraram baixa
citotoxicidade do NeoPutty em comparacdo ao EndoSequence BC RRM Putty e ao
cimento a base de Oxido de zinco e eugenol. MTA Repair HP (MTA HP. Angelus, PR,
Brasil) € um cimento reparador a base de silicato tricalcico na forma de pé-liquido que
apresenta propriedades biolégicas e fisico-quimicas adequadas (4), como
solubilidade, tempo de presa, capacidade de alcalinizacdo e atividade antibacteriana
contra Enteroccocus faecalis (4, 5).

Estabilidade dimensional e baixa solubilidade sdo propriedades desejadas para um
material endodéntico, ja que a contracdo ou dissolucao pode comprometer 0 sucesso
do tratamento (6, 7). Segundo especificacdbes da ANSI/ADA n°57 e ISO 6876, a
alteracdo dimensional ndo deve exceder 1,0% em contracédo ou 0,1% em expansao.
A porosidade do material reparador pode comprometer o selamento (8). Micro-CT (9,
10) permite avaliar porosidade e alteracdo volumétrica de um material, por meio da
visualizagdo da microestrutura interna (11).

O sucesso do tratamento endoddntico esta diretamente relacionado com o controle
da microbiota e da infec¢do presente no SCR (12). A ac&o antimicrobiana de materiais
reparadores é desejavel, e pode contribuir para o controle da infeccdo persistente. E.
faecalis participa da microbiota em casos de insucesso endodontico e lesdes
periapicais persistentes (13).

Ainda existem poucos estudos na literatura sobre o cimento NeoPutty e suas
propriedades. A hipotese nula € de que o novo cimento NeoPutty, apresenta
adequadas propriedades fisico-quimicas e acao antibiofilme similares ao cimento MTA
Repair HP.
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Metodologia
Tabela 1 - Materiais com seus respectivos fabricantes, composicéo e propor¢cao
MATERIAIS FABRICANTE COMPOSICAO PROPORCAO
NeoPUTTY Avalon Biomed, Tricalcium/dicalcium silicate Pronto para uso
Houston, TX USA in an organic medium.
MTA Repair HP  Angelus, Londrina, P6: Silicato tricalcico; Silicato 19 po:
PR, Brasil dicéalcico; Aluminato 300 pL liguido

tricalcico; Oxido de Calcio;
Tungstato de Calcio;
Liquido: Agua e plastificante.

Propriedades fisico-quimicas

Tempo de presa (TP)

A avaliacdo do tempo de presa (TP) foi realizada de acordo com norma ISO-
6876;2012 (14). Foram confeccionados anéis em gesso especial com 10 mm de
didmetro e 1 mm de altura (n = 6) e utilizadas as agulhas de Gilmore. Os anéis de
gesso foram armazenados a 37°C e imersos em agua por 24h antes do teste. TP (em
minutos) foi determinado como o periodo entre a manipulagdo e 0 momento em que
a agulha ndo produziu marcas nos cimentos.

pH

Tubos de polietileno de 10 x 1,6 mm (comprimento x diametro) (n = 10) preenchidos
com cada material foram utilizados para avaliacdo do pH. Os tubos foram imersos em
frascos plasticos contendo 10 mL de 4gua deionizada e mantidos em estufa a 37°C.
As mensuracdes de pH foram realizadas ap6s 1, 3, 7, 14 e 21 dias da manipulacéo
dos materiais, usando pHmetro digital (Digimed, SP, Brasil), a temperatura ambiente
de 25°C. Ap6s cada mensuracao em triplicata, foi calculada a média para cada grupo
e periodo experimental.

Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado segundo as normas 1SO-6876;2012 (14) e os
corpos de prova segundo estudo prévio (15). Foram confeccionados corpos de prova
medindo 7,75 mm de diametro e 1,5 mm de altura (n = 7). Cada molde foi preenchido
com o cimento a ser avaliado e um fio de nylon impermeével foi colocado no interior
do material e armazenado em estufa a 37°C. A massa inicial foi mensurada em
balanca de precisdo (Adventurer - Ohaus, Modelo AR2140 - Industria de balancas
Ltda., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). Os espécimes foram suspensos por meio
da fixacao dos fios de nylon no interior de recipientes plasticos com tampa contendo
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7,5 mL de agua destilada e deionizada mantidos a 37°C por 7 dias. ApOs este periodo,
foram secos e armazenados em dessecador até obtencdo da massa final. A variacéao

de massa foi expressa em porcentagem da massa original.

Andlise por Microtomografia Computadorizada (Micro-CT) — alteracao volumétrica e
porosidade

A partir de dentes bovinos extraidos, foram confeccionados tubos de dentina
padronizados (n = 5) com 4 mm de comprimento, diametro interno de 1,5 mm e
espessura das paredes de aproximadamente 1,5 mm. Os canais foram inundados
com solucao de NaOCIl a 1%. A irrigacao final foi realizada com 5 mL de NaOCI 2,5%
e 5 mL de EDTA 17% por 3 minutos, seguido de 4gua destilada. Apos o preparo, 0s
espécimes foram imersos em agua destilada a 37°C por 24 horas, e as cavidades
preenchidas com os materiais. Apds 24 horas, escaneamento em microtomografia
computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica) foi realizado
com 0s seguintes parametros: resolucao de 9 um, frame 4, filtro de cobre e aluminio,
rotacdo 180°, 80 kV e 300 uA. Em seguida, os espécimes foram imersos em PBS (n
= b) por 7 dias e mantidos em estufa a 37°C. Novos escaneamentos foram realizados
apos o periodo de imerséo.

As reconstrucfes das imagens foram realizadas no programa NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica), apds definicdo dos parametros individuais para o material. As
imagens reconstruidas em 3D foram registradas nos diferentes periodos utilizando o
programa Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica). As imagens registradas foram
analisadas quantitativamente no programa CTAnN (V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica). Cada
espécime foi dividido em duas partes de 2 mm cada para analise da alteracédo
volumétrica e porosidade. A avaliacdo da alteracdo volumétrica dos materiais foi
realizada pela andlise quantitativa das amostras, permitindo o célculo da diferenca no
volume total dos materiais, em mms3, antes e apds a imersdo. A porosidade dos
materiais apos a presa e a influéncia da imersao em PBS foi quantificada por avaliacao
dos poros abertos, fechados e da porosidade total do material. Modelos 3D das

cavidades foram obtidos por meio do programa CTVol (V2.3.1.0).

Andlise da atividade antimicrobiana
A atividade antibiofilme, foi avaliada pelo teste de contato direto modificado com

biofilme (TCDM). Foram utilizados como substrato para a formacao do biofilme discos



18

de hidroxiapatita (Instituto de Fisica- USP-S&o Carlos). Biofilme E. faecalis foi
cultivado durante 7 dias em meio Tripic Soy broth em placas de 24 pocos, com trocas
do meio a cada 24 horas. O teste de contato direto sobre biofilme foi realizado com
eluido do cimento fresco (50 mg/mL). O nimero de amostras foi de 6 para cada eluido.
Foi preparado eluido em agua destilada esterilizada de 50 mg/mL de concentracéo
em tubos falcon de 15 mL, agitados e mantidos em repouso em estufa a 37°C por 48
horas. Os discos de hidroxiapatita foram imersos em tubos tipo eppendorf (500 pL),
contendo 300 pL de cada eluido e o grupo controle foi a solugédo salina. Os discos
permaneceram em contato por 15 horas, em estufa a 37°C. Decorrido o tempo de
contato, os discos de hidroxiapatita que estavam em contato com o eluido foram
removidos e individualmente inseridos em tubos de polietiieno tipo eppendorf
contendo 1 mL de solucédo salina estéril e pérolas de vidro, que foram agitados em
vortex por 1 minuto, com o propdsito de permitir a suspensdo dos microrganismos.
Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal seriada e trés aliquotas de 20 uL de cada
uma das dilui¢cbes, foram distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura
Tryptic Soy agar (TSa). As placas permaneceram incubadas por 48 horas a 37°C, e
apos este periodo foi realizada a contagem de UFC/mL e os dados submetidos a

transformacao logaritmica (log10).

Resultados
Propriedades Fisico-quimicas

A Tabela 2 demonstra que NeoPutty apresentou maior TP quando comparado
ao MTA Repair HP (P < ,05). Em todos os periodos, os dois cimentos apresentaram
pH alcalino. No entanto, MTA Repair HP mostrou maior valor (P < ,05). Os materiais
apresentaram diferenca estatistica em relagéo a solubilidade (P <,05). com aumento
de massa para MTA Repair HP e perda de massa para NeoPUTTY.
A alteracdo volumétrica e porosidade total dos materiais apresentaram valores

menores que 1%, ndo apresentando diferenca significativa entre si (P <,05).
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Tabela 2. Média e desvio padrdao do tempo de presa (TP), pH, solubilidade, analise

de alteracao volumétrica e porosidade dos materiais avaliados

Andlise / Grupos NeoPUTTY MTA Repair HP Controle (H20)
TP (minutos) 138,3 (+7,84)2 26,5 (4,13 e
1 9,57 (x0,29)2 10,28 (+0,46)° 7,71 (x0,10)¢
3 10,11 (+0,34)2 10,13 (x0,51)2 7,57 (£0,08)°
E’ d|_i|as) 7 9,66 (+0,47)2 10,32 (+0,31)° 7,46 (£0,24)¢
14 9,39 (£0,24)2 10,07 (£0,74)° 7,37 (x0,29)¢
21 9,10 (+0,21)2 9,75 (£0,73)b 6,46 (+0,28)°
Solubilidade b
(% perda de massa)* 1,767 (£0.255)2 -0,143 (¢0.272)> -
@/';)era‘?ao volumetrica 0,395 (£0.382) 0,414 (£0.284)F  —eeeeeees
Porosidade Total (%) 0,648 (£0.144)2 0,610 (£0.249)2 e

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica significativa entre os grupos (P <,05).
*Para solubilidade, valores negativos indicam aumento de massa.
Controle: agua deionizada.

MTA Repair HP

Figura 1 - ReconstrugBes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposicdo do volume dos
cimentos NeoPutty e MTA Repair HP antes (vermelho) e apés (verde) imersdo em PBS por 7 dias.
Areas densas em verde indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam perda de

volume.
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Teste de Contato Direto (TCDM)

Os resultados do TCDM estéo representados na Tabela 3. Maior atividade antibiofilme
foi observada para os cimentos NeoPutty e MTA Repair HP, em comparagéo ao
controle positivo/C+ (P <,05). NeoPutty e MTA Repair HP n&o apresentaram diferenca

significativa entre si (p>0.05) em relacéo a atividade antibiofilme.

Tabela 3. Contagem de UFC mLlog1o
Grupos NeoPutty MTA Repair HP C+

UFCmLt 3,64 (+0,59)2 3,77 (+0,40)2 7,91 (+0,19)°

Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos (P < ,05).
Controle Positivo - C+: disco de Teflon.

Discusséo

Propriedades fisico-quimicas adequadas e acdo antibiofilme sdo desejaveis para
materiais reparadores. A hipotese nula foi parcialmente aceita uma vez que o cimento
NeoPutty apresentou propriedades fisico-quimicas e antibiofilme, similares ao MTA
Repair HP. NeoPutty apresentou menor pH e maior solubilidade, porém dentro de
parametros adequados para materiais reparadores.

As propriedades fisico-quimicas de cimentos reparadores de silicato de célcio, como
liberacdo de ions, solubilidade e tempo de presa, sdo importantes para a sua indicacao
clinica (16). O tempo de presa (TP) de materiais de silicatos de calcio depende do
tamanho das particulas de seus componentes, da temperatura e umidade relativa do
ambiente (17). Cimentos de silicatos de calcio necessitam da umidade para que ocorra
seu processo de hidratacdo e presa (18). Sendo assim, foram confeccionados anéis
de gesso mantidos em agua antes do teste ISO-6876;2012 (14). No caso de cimentos
reparadores, um tempo de presa prolongado pode permitir deslocamento ou
desintegracéo (19). NeoPutty, demonstrou maior TP em comparacédo ao MTA Repair
HP. Cimentos prontos para uso apresentam particulas menores, o que pode acarretar
um TP mais elevado (20). Além disso, Loushine et al (21) demonstraram que quanto
maior a presenga de agua, era observado uma diminuicdo do TP de cimentos
bioceramicos, evidenciando uma relacdo direta entre os niveis de umidade e o
processo de endurecimento dos cimentos.

Baixos valores de solubilidade sédo desejaveis para cimentos reparadores,

promovendo selamento a longo prazo, evitando infiltragdes e insucesso do tratamento
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(22). As normas ISO 6876 indicam que o cimento obturador de canais radiculares nao
deve apresentar perda de massa maior que 3%. Estas normas também podem ser
aplicadas para materiais reparadores. No presente estudo, a solubilidade foi avaliada
por meio do teste convencional e NeoPutty demostrou baixa perda de massa, menor
que 3%. Ja MTA Repair HP, apresentou ganho de massa, como observado em
estudos prévios (5). Os valores de solubilidade apresentados pelos materiais a base
de SC poderiam ser associados com o processo de hidratacao (23), visto que esses
materiais sdo considerados hidrofilicos (24). Quando imersos, captam a agua no
processo de hidratacdo, gerando um aumento de massa a medida que a agua é
incorporada na estrutura. Desta forma, o0 aumento da massa apos 7 dias em agua
destilada do MTA Repair HP, provavelmente ocorreu em funcao da captacdo da agua
gue participa do processo de hidratacao (25).

Além da solubilidade esses cimentos podem sofrer degradacao ou absorcao de agua
com o tempo (26) e considerando que a solubilidade dos materiais pode nao
representar a estabilidade volumétrica (27), novas metodologias utilizando a
Microtomografia Computadorizada (Micro-CT) s&o aplicadas para complementar a
avaliacdo de materiais bioceramicos (22, 28). Desse modo, a metodologia utilizada
em Micro-CT permite uma andlise tridimensional (em mm3), possibilitando que as
propriedades de alteracdo volumétrica e porosidade complementando os valores de
solubilidade e aproximando da situacao clinica (28). Como pode ser visto, 0s
resultados demonstraram baixa alteracdo volumétrica e porosidade dos cimentos
testados (< 1%), além de baixa solubilidade (< 3%), indicando que o0s materiais
apresentam estabilidade dimensional, propriedade importante para indicac&o clinica
(6).

Os materiais apresentaram pH alcalino, com maiores valores no periodo de 1 dia para
MTA Repair HP e no periodo de 3 dias para NeoPutty. A diminuicdo da alcalinizacao
apresentada pelo material com o tempo, observada em nossos resultados, também
foi demonstrada por Guimarées et al (16). Mesmo com a diminui¢cao, no periodo de
21 dias, o pH dos materiais se manteve alcalino. Estes resultados sugerem que
MTAHP e NeoPutty, promovem pH alcalino que pode contribuir com suas
propriedades antimicrobianas (29), como por exemplo contra E. faecalis (30). Outra
vantagem de um pH elevado por longo periodo esta relacionado a sua bioatividade
contribuindo com processo de indugédo de mineralizagéo (29).
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O TCD pode ser realizado sobre células plantonicas ou biofilmes. O TCDM é realizado
sobre biofilme e simula a situacéo clinica, uma vez que as bactérias organizadas em
biofilmes sdo mais resistentes aos efeitos de agentes antibacterianos usados no
tratamento endodontico (31). A atividade antimicrobiana dos cimentos de SC sobre E.
faecalis esta associada a formacao de hidréxido de calcio, que é capaz de gerar danos
na membrana e DNA, e levar a desnaturacdo das proteinas de bactérias gram-
negativas (5, 32, 33) demonstrou que a atividade antibacteriana contra E. faecalis esta
presente no cimento MTA Repair HP. No presente estudo, o novo material NeoPutty
demonstrou atividade antibiofiolme semelhante ao MTA Repair HP, uma propriedade
importante do material que pode evitar a recontaminacdo apos procedimentos

reparadores em Endodontia.

Conclusdes

O novo cimento pronto para uso NeoPutty demonstra propriedades fisico-quimicas
favoraveis como adequado tempo de presa, pH alcalino, baixa solubilidade,
estabilidade dimensional, baixa porosidade e atividade antibiofilme. Contudo, mais
estudos devem ser realizados para avaliacdo de outras propriedades fisico-quimicas

e bioldgicas desse novo cimento bioceramico reparador pronto para uso.
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3.2 Publicacéo 2"

Propriedades fisico-quimicas e antibiofilme de materiais endodénticos
bioceramicos e associagcbes com cetramida
Resumo: O objetivo do presente estudo foi avaliar pH, tempo de presa, alteracao
volumétrica, porosidade e atividade antibiofiime do novo cimento endoddntico Neo-
MTA 2 (Nusmile, EUA) (NMTAZ2) e BioRoot RCS (Septodont, Franca) (BR) associados
ou ndo a cetramida (CTR) 1%. Os materiais NMTA2, NMTA2/CTR, BR, BR/CTR foram
avaliados. Tempo de presa (TP) foi avaliado segundo norma ISO-6876 empregando
agulha Gilmore. Tubos de polietileno preenchidos com os cimentos foram utilizados
para avaliacdo do pH nos periodos de 1, 3, 7, 14 e 21 dias da imersdo em agua
deionizada. Tubos de dentina bovina preenchidos com cimentos foram utilizados para
avaliar alteragdo volumétrica por meio de microtomografia computadorizada (Micro-
CT SkyScan 1176) 24h ap6s manipulacdo e depois de 7 e 28 dias de imersdo em
PBS. A atividade antibiofilme, foi avaliada pelo teste de contato direto modificado com
biofiime de Enterococcus faecalis formado em discos de hidroxiapatita. Os dados
obtidos foram submetidos aos testes estatisticos adequados para cada etapa dos
experimentos. O nivel de significAncia adotado foi de 5%. BR e BR+CTR
apresentaram menor TP quando que NMTA2 e NMTA2+CTR (p<0,05). Os cimentos
avaliados e associacdes apresentaram pH alcalino até 21 dias. Nao houve diferenca
significativa na alteracdo volumétrica entre a extremidade e a parte interna dos
espécimes (p>0.05). Os grupos que apresentaram diferenca estatistica entre os
periodos de 7 e 28 dias (p<0.05) sdo NEO MTA2 na andlise da extremidade e
NEO+CTR na andlise da parte interna do espécime, sendo que apés 28 dias os
materiais apresentam diminuicdo do volume. Materiais com associacdo a CTR
demonstraram maior atividade antibiofilme (p<0,5) quando comparados com o0s
cimentos sem associagcao. Os materiais apresentaram adequados tempo de presa e
pH, baixa alteracdo volumétrica e atividade antibiofilme. A associagdo com CTR néo
prejudicou as propriedades fisico-quimicas dos cimentos Neo-MTA 2 e BioRoot RCS,

e aumentou a atividade antibiofilme dos materiais.

* Artigo redigido segundo as normas do periddico Brazilian Oral Research para o qual sera submetido.
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Silicato de calcio.

Introducéo

BioRoot RCS (Septodont, Franca) é um cimento obturador bioceramico na
apresentacdo po-liquido que demonstra biocompatibilidade e bioatividade,! além de
apresentar adequadas propriedades fisico-quimicas adequadas? e alguma atividade
antimicrobiana contra Enteroccocus faecalis.®># Porém, maior solubilidade? e
porosidade sdo relatadas quando comparado a um cimento de resina epdxi AH-
Plus.>® Neo-MTA 2 é um novo cimento na apresentacdo pé-liquido e segundo o
fabricante (Nusmile, Houston, TX USA) é composto por um pé inorganico
extremamente fino de silicato tricélcico e dicalcico. O pé é manipulado com um gel a
base de agua para ser utilizado como material reparador (selamento de perfuracdes,
retrobturacéo, pulpotomia) ou obturador em funcédo da propor¢éo de gel incorporada.
Ainda ndo hé& estudos sobre as propriedades desse novo cimento endodéntico.

Microtomografia Computadorizada (Micro-CT) pode ser utilizada para avaliacao
da alteragdo volumétrica de cimentos endoddnticos.’

A persisténcia de micro-organismos no sistema de canais radiculares (SCR)
favorece o desenvolvimento e manutencao de patologias perirradiculares, e contribui
com o fracasso do tratamento endoddntico convencional ou cirirgico.? E. faecalis é
um micro-organismo anaerébio facultativo, capaz de sobreviver em minimas
condicdes de oxigénio e nutrientes,® mesmo em ambiente alcalino e apresenta
capacidade de organizacdo em biofilme.1° A cetramida (CTR) apresenta efetividade
antimicrobiana e antibiofilme sobre E. faecalis'! e tem sido associado as solugées
irrigadoras como clorexidina (CHX),*? solucdes quelantes (EDTA)®14 e a cimentos
obturadores.®'® Desta maneira, a incorporacédo de agentes amoénio quaternarios aos
materiais endodonticos apresenta potencial para melhorar a acdo antimicrobiana.

N&o existem estudos na literatura que avaliem a adicdo de CTR aos cimentos
BioRoot RCS e Neo-MTA2. Assim, 0 objetivo deste estudo sera avaliar tempo de
presa, pH e a alteracdo volumétrica por Micro-CT, além da atividade antibacteriana
dos cimentos NeoMTA2 e BioRoot RCS e de suas associagcdes com CTR a 1%. A
hipotese nula foi a de que Cetramida néo interfere nas propriedades fisico-quimicas e

na atividade antibiofilme dos cimentos bioceramicos NeoMTAZ2 e BioRoot RCS.
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Metodologia

Tabela 1. Materiais com seus respectivos fabricantes, composi¢ao e proporcao

Grupos Materiais Fabricante Composicéo Proporcao

Powder: Tricalcium
silicate, Dicalcium silicate,

Avalon Biomed,

Tantalu Oxide, Calcium 1 porcao de po:
NMT2 Neo-MTA2  Houston, TX XId€, pore P
sulfate, Tricalcium 1 gota gel
USA .
Aluminate

Water-based liquid
Powder: Tricalcium
silicate, Dicalcium silicate,

Neo-MTA 2 + Avalon Biomed,

NMT2/CTR Cetramida Houston, TX VI Oxlde,.Calcmm 1 porcdo de po:
e sulfate, Tricalcium 1 gota gel
1% USA !
Aluminate

Water-based liquid

Powder: tricalcium silicate,
Septodont, Saint  zirconium oxide, excipients

1 porcéo de po:

BR BioRoot RCS Maur,des quu_ld: aqueous solution of 6 gotas liquido
Fossés, Franca  calcium chloride,
excipients

Powder: tricalcium silicate,

BioRoot RCS Septodont, Saint zirconium oxide, excipients ~ ..
1 porcéo de po:

BR/CTR + Cetramida  Maur des Liquid: aqueous solution of 6 qotas liquido
1% Fossés, Franca  calcium chloride, 9 q
excipients

Tempo de presa (TP)

A avaliacdo do tempo de presa (TP) foi realizada de acordo com norma ISO-
6876;201216. Foram confeccionados anéis em gesso especial com 10 mm de diametro
e 1 mm de altura (n = 6) e utilizadas as agulhas de Gilmore. Os anéis de gesso foram
armazenados a 37°C e a mais de 95% de umidade relativa por 24 h antes do teste.
TP (em minutos) foi determinado como o periodo entre a manipulacdo e 0 momento
em que a agulha ndo produziu marcas nos cimentos.
pH

Para avaliacdo do pH, foram utilizados tubos de polietileno de 10 x 1,6 mm
(comprimento x diametro) (n = 10), os quais foram preenchidos com cada material. Os
tubos foram imersos em frascos plasticos contendo 10 mL de agua deionizada e
mantidos em estufa a 37°C. As mensuracdes de pH foram realizadas ap6s 1, 3, 7, 14,
21 e 28 dias da manipulacdo dos materiais, usando pHmetro digital (Digimed, SP,
Brasil), a temperatura ambiente de 25°C. ApO6s cada mensuracdo em triplicata, foi

calculada a média para cada grupo e periodo experimental.
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Microtomografia Computadorizada (Micro-CT): alteracédo volumétrica

Tubos de dentina bovina padronizados (n = 5) forma confeccionados com 4 mm
de comprimento, didametro interno de 1,5 mm e espessura das paredes de
aproximadamente 1,5 mm. Durante todo o preparo, os espécimes foram inundados
com solucao de NaOCIl a 1%. A irrigacao final foi realizada com 5 mL de NaOCI 2,5%
e 5 mL de EDTA 17%, por 3 minutos, seguido de agua destilada. Apds o preparo, 0s
espécimes foram imersos em agua destilada e armazenados em estufa a 37°C por 24
h. Decorridas as 24 h, as cavidades foram preenchidas com os materiais e mantidas
em estufa a 37°C e umidade relativa por 3 vezes a duracao do tempo de presa. Apos
esse periodo, os espécimes foram submetidos a escaneamento em microtomografia
computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica), utilizando os
seguintes parametros: resolucdo de 9 um, frame 4, filtro de cobre e aluminio, rotacao
180°, 80 kV e 300 uA. Em seguida, os espécimes foram imersos em PBS (n = 5)
mantidos em estufa a 37°C. Novos escaneamentos foram realizados apés 7 e 28 dias
de imerséo.
As reconstrugdes das imagens foram realizadas no programa NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica), apds definicdo dos parametros individuais para o material. As
imagens reconstruidas em 3D foram registradas nos diferentes periodos utilizando o
programa Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica). As imagens registradas foram
analisadas quantitativamente no programa CTAn (V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica). Cada
espécime foi dividido em duas partes de 2 mm cada para analise da alteracédo
volumétrica. Além da analise das duas partes de 2 mm englobando as extremidades
do espécime, foi realizada a andlise de 2 mm na parte interna, descartando as
extremidades. A avaliacdo da alteracdo volumétrica dos materiais foi realizada pela
andlise quantitativa das amostras, permitindo o calculo da diferenca no volume total
dos materiais, em mm?3, antes e ap0s a imersdo. Modelos 3D das cavidades foram

obtidos por meio do programa CTVol (V2.3.1.0) com objetivo de ilustragéo.

Atividade antibiofilme

A atividade antibiofilme, foi avaliada pelo teste de contato direto modificado com
biofilme (TCDM). Foram utilizados como substrato para a formacao do biofilme discos
de hidroxiapatita (Instituto de Fisica- USP-Sao Carlos). Biofilme de E. faecalis foi
cultivado durante 7 dias em meio Tripic Soy broth em placas de 24 poc¢os, com trocas

do meio a cada 24 h. O teste de contato direto sobre biofilme foi realizado com eluido
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do cimento fresco (50 mg/mL). O niumero de amostras foi de 6 para cada eluido. Foi
preparado eluido em agua destilada esterilizada de 50 mg/mL de concentracdo em
tubos falcon de 15 mL, agitados e mantidos em repouso em estufa a 37°C por 48 h.
Os discos de hidroxiapatita foram imersos em tubos tipo eppendorf (500 pL), contendo
300 pL de cada eluido e o grupo controle foi a solucdo salina. Os discos
permaneceram em contato por 15 h, em estufa a 37°C. Decorrido o tempo de contato,
os discos de hidroxiapatita que estavam em contato com o eluido foram removidos e
individualmente inseridos em tubos de polietileno tipo eppendorf contendo 1 mL de
solucéo salina estéril e pérolas de vidro, que foram agitados em vortex por 1 min, com
0 proposito de permitir a suspensdo dos microrganismos. Em seguida, foi realizada a
diluicdo decimal seriada e trés aliquotas de 20 pL de cada uma das diluicbes, foram
distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura Tryptic Soy agar (TSa). As
placas permaneceram incubadas por 48 h a 37°C, e ap0s este periodo foi realizada a

contagem de UFC mL"! e os dados submetidos a transformacéo logaritmica (log10).

Resultados

Os resultados da avaliacdo das propriedades fisico-quimicas estao
representados na Tabela 2. BR e BR+CTR apresentaram menor TP quando
comparado aos grupos de NMTA2 e NMTA2 + CTR (p < 0,05). Em todos os periodos,
0s cimentos avaliados e associacdes apresentaram pH alcalino, que se manteve até
0 ultimo periodo avaliado - 21 dias. No entanto, no periodo de 1 dia, o maior pH foi
demostrado por NMTA2+CTR, seguido pelos grupos BR+CTR, NMTA2 e BR, com
diferenca estatistica significante entre todos os grupos (p < 0,05).

A andlise de alteracdo volumétrica das extremidades e da parte interna dos
materiais apresentaram valores menores que 1%. N&o houve diferenga significativa
entre a extremidade e a parte interna dos espécimes (p > 0.05). Os grupos que
apresentaram diferenca estatistica entre os periodos de 7 e 28 dias (p < 0.05) séo
NEOMTAZ2 na analise da extremidade e NEO+CTR na analise da parte interna do
espécime, sendo que apos 28 dias os materiais apresentam diminui¢do do volume. O

restante ndo apresentou diferenca significativa entre os periodos (p > 0.05).
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Tabela 2 - Média e desvio padrdo do tempo de presa (TP) e pH dos materiais

avaliados
A(\Er']rélu"psc?s/ BR BR + CTR NMTA2 NMTA2 + CTR C(Olj':g'e

(Trsinutos) 205,8 (+3.76)° 205,8 (+3.76)F  441,7 (+18.35)°  431,7 (#17.22)>  coeees
1 10,12 (+0,45)F 11,15 (+0,23)° 10,50 (+0,34)° 11,20 (0,13} 7,59 (x0,20)°
3 10,36 (£0,28)* 10,53 (+0,23)* 10,08 (+0,30)" 10,10 (x0,75)* 7,57 (x0,26)°

?d'i*as) 10,31 (#0,42)F 10,56 (+0,26)* 10,31 (+0,33)° 10,40 (x0,32)8 7,42 (x0,21)"
14 10,64 (:0397 10,63 (:0,47)7 10,22 (:0,39)F 10,22 (:0,36)* 7,37 (0,29)"
21 1061 (:0,18) 10,64 (:051)7 10,16 (:0,42)7 10,24 (+0,40)F 6,46 (£0,28)°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos (p<0,05).
Controle: agua deionizada.

Tabela 3 - Mediana, minima e maxima do percentual de alteracdo volumétrica dos

materiais reparadores Bio-Root e NeoMTA 2 apés os periodos de 7 e 28 dias

Andlise Tempo Bio-Root Bio + CTR Neo MTA 2 Neo + CTR
7dias 0,798 (-0,39-1,29)* 0,473 (-0,57-1,59)  -0,756 (-2,72-1,31)"*  -0,407 (-1,21-1,09)**
Extremidade
28 dias 0,688 (-0,44-1,17)* 0,531 (-0,93-1,84)®*  -0,963 (-2,85-1,49)®  -0,590 (-1,29-1,03)>*
7dias 0,753 (-0,17-1,02)* 0,562 (-0,49-1,27)*  -0,739 (-2,71-1,29)*  -0,111 (-9,92-1,39)*
Interior
28 dias  0.633(-0,11-1,29)* 0,690 (-0.87-1,95)**  -0,851 (-2,80-1,95)**  -0,299 (-1,10-0,90)*®

Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenga estatistica entre os grupos
(p<0.05). Diferentes letras mailsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca estatistica
entre os periodos (p<0.05).

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e
apresentaram distribuicdo ndo normal. Os testes Kruskal-Wallis e Dunn foram
utilizados para comparacdes entre os grupos. O teste Mann-Whitney foi usado para
comparacdes entre a extremidade e a parte interna dos espécimes. Para comparacao
entre os periodos foi usado o teste de Wilkinson. O nivel de significancia adotado foi
de 5%.
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BioRoot BioRoot + CTR NeoMTA 2 NeoMTA 2 + CTR

28 dias

Figura 1 - Reconstru¢bes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposicdo do volume dos
cimentos BioRoot, NeoMTA 2 e associacdes, antes (vermelho) e apds (verde) imersao em PBS por 7
e 28 dias. Areas densas em verde indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam

perda de volume.

Os resultados do TCDM estédo representados na Tabela 3. Maior atividade
antibiofilme foi observada para todos 0s grupos, em comparacdo ao controle
positivo/C+ (p < 0,05). BR apresentou maior atividade antibiofiime em comparacéao ao
NMTAZ2 (p < 0,5), porém os grupos em associagdo com a CTR demonstraram maior

atividade (p < 0,5) quando comparados com 0s cimentos sem associagao.

Tabela 4 - Contagem de UFC mLtlog1o

Grupos BR BR + CTR NMTA2 NMTA2 + CTR C+

UFC mL! 2,68(x0.49)2 0.0 (x0.0°  3,67(x0.49)° 0.0 (x0.0)°  7,92(x0.19)¢

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Controle Positivo - C+: disco de Teflon.

Discussao

A hipotese nula foi rejeitada parcialmente, pois a adicdo de cetramida (CTR)
aos cimentos NeoPutty e BioRoot ndo alterou suas propriedades fisico-quimicas,

porém aumentou a atividade antibiofiime dos cimentos. O objetivo de adicionar
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agentes antimicrobianos aos materiais € aumentar sua atividade antimicrobiana.®
Outras substancias tém sido misturadas ou associadas aos materiais endodonticos
para melhorar a consisténcia e a atividade antimicrobiana.®*®

As indicacdes clinicas dos cimentos endodénticos s&o relacionadas as
propriedades fisico-quimicas como o tempo de presa, liberacdo de ions e
solubilidade.'” O tempo de presa de um material obturador é uma propriedade
importante, uma vez que um tempo de presa muito longo favorece a dissolugéo do
material.*® A adicdo de CTR a 1% ndo influenciou no tempo de presa do NMTA2 e
BioRoot (p>0,05).

Apos 1 dia, NMTA2+CTR e BIO+CTR apresentaram maior alcalinizacao.
Porém, o pH permaneceu elevado para todos 0s materiais até 21 dias, mostrando que
a associacdo com a CTR ndo interferiu na liberagdo dos ions hidroxila. O pH alcalino
desses materiais esta relacionado com a liberacdo dos ions hidroxila e calcio e
formacédo de hidréxido de célcio.® Essa caracteristica esta diretamente relacionada a
capacidade antimicrobiana desses materiais®'’. A liberacédo de ions célcio também
esta diretamente relacionada a capacidade regenerativa dos tecidos endodoénticos e
periodontais.t’

Ruiz-Linares et al.'® (2013) avaliaram o tempo de presa (TP), escoamento,
solubilidade e radiopacidade do cimento obturador AH-Plus e da sua associacao a
CHX (1 e 2%), CTR (0,1 - 0,5%) e combinagcbes de ambas. Todos os materiais
avaliados mostraram valores que estédo dentro dos padrdes exigidos para um cimento
obturador de canais radiculares, porém CTR aumentou o TP e diminuiu a solubilidade
do AH-Plus. Os autores concluiram que a adicdo de CHX, CTR e combinacdes de
ambos nédo alteraram as propriedades fisicas do material obturador. Em semelhanca
a este estudo, a adicdo de CTR 1% aos cimentos ndo alterou as propriedades
testadas.

Materiais a base de silicato de célcio apresentam reacdo de hidratacéo,
absorvendo agua do meio para seu processo de endurecimento. Nos testes de
solubilidade convencionais baseados nas normas 1SO-6876;2012, os cimentos
permanecem em dessecador para estabilizagdo e obtencdo da massa final, o que
pode resultar em uma maior % de perda de massa para cimentos bioceramicos que
dependem da reacdo de hidratacdo.?® Sendo assim, visando uma avaliacédo
tridimensional do comportamento do cimento (em relacéo a seu volume) no interior do

canal, foram propostas avalia¢des utilizando imagens de Micro-CT, em que o volume
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do material pode ser analisado antes e a apos a imersao em solucéo (PBS), revelando
seu real comportamento em relacdo a alteragdo de volume.??? Os resultados
demonstraram baixa alteracdo volumétrica dos cimentos (<1%), indicando que 0s
materiais apresentam estabilidade dimensional. Zordan-Bronzel et al.?® (2019)
avaliaram cimentos endodonticos a base de silicato de calcio e apesar de obter como
resultado uma solubilidade maior que 10%, a alteracao volumétrica foi abaixo de 2%,
0 que mostra estabilidade dimensional desses materiais.

O TCDM foi realizado sobre biofilme, uma vez que simula uma situacéo clinica,
onde as bactérias, devido a sua organizacdo, podem ser mais resistentes a acao de
materiais antimicrobianos endoddnticos.* O TCDM mostrou que a adi¢cdo de CTR 1%
melhorou a atividade antibiofilme dos cimentos NMTA2 e BioRoot, promovendo a
erradicacao total do biofilme induzido nos discos de hidroxiapatita. Em semelhanca a
este estudo, Deveci et al.?? (2019) associaram a CTR a 2,5% ao cimento Biodentine,
verificando maior acdo antimicrobiana dessa associacdo contra 0S microrganismos
Streptococcus mutans e Lactobacillius casei, em comparacdo ao cimento sem a
associacdo, sem prejudicar a propriedade fisica testada: resisténcia a compressao.

A CTR é um surfactante catibnico capaz de promover a ruptura da matriz
extracelular de polissacarideos e sua associacdo a cimentos endoddénticos, como AH
Plus, tem aumentado a atividade antibiofilme, promovendo a inibicdo do biofilme de
E. faecalis.’® Na literatura, existe uma variacdo na concentracdo da CTR em
associacdo aos cimentos ou solugdes irrigadoras, desde 0,2%?*2 até 2,5%,%3, sendo
que a partir de 0,5% foi observada uma acdo antimicrobiana mais significativa.?* Neste
estudo foi utilizada a concentracédo de CTR a 1%, semelhante a Carbajal Mejia et al.?®
, em que demonstraram a eficicia antibiofiime da CTR contra E. faecalis na mesma

concentragao.

Conclusao

Os materiais apresentaram adequados tempo de presa e pH, baixa alteracao
volumétrica e atividade antibiofilme. A associagdo com CTR nao prejudicou as
propriedades fisico-quimicas dos cimentos Neo-MTA 2 e BioRoot RCS, e aumentou a

atividade antibiofiime dos materiais.
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4 DISCUSSAO

Propriedades fisico-quimicas adequadas e a¢do antimicrobiana séo desejaveis
para materiais endodoénticos. Assim, para avaliar algumas propriedades de novos
cimentos bioceramicos reparadores e obturadores com ou sem associacdo a CTR 1%,
no presente estudo foi utlizada metodologia baseada em normas ja conhecidas como
a 1S0-6876;2012 e testes realizados em microtomografia computadorizada (Micro-CT
SkyScan 1176) para avaliacdo da alteracdo volumétrica e porosidade. Ainda, para
avaliar a atividade antibiofilme, foi realizado o TCDM.

Cimentos a base de silicatos de calcio (SC) necessitam de umidade para que
ocorra seu processo de endurecimento3!. Sendo assim, foram confeccionados anéis
de gesso para que a umidade fosse mantida durante a presa do material (ISO-
6876;2012). Loushine et al.®> demonstraram que quanto maior a presenca de agua,
era observado uma diminuicdo do Tempo de Presa (TP) de cimentos bioceramicos,
evidenciando uma relagdo direta entre os niveis de umidade e o processo de
endurecimento dos cimentos. NeoPutty apresentou maior TP quando comparado ao
MTA Repair HP (p < 0,05), o que pode ser explicado com a sua composicdo pronta
para uso. BR e BR+CTR apresentaram menor TP quando comparado aos grupos de
NMTA2 e NMTA2 + CTR (p < 0,05).

Ap6s 1 dia, NMTA2+CTR e BIO+CTR apresentaram maior alcalinizagao.
Porém, o pH permaneceu elevado para todos os materiais até 21 dias, mostrando que
a associacao com a CTR nao interferiu na liberacédo dos ions hidroxila. Os materiais
reparadores estudados também apresentaram pH alcalino, com maiores valores no
periodo de 1 dia para MTA Repair HP e no periodo de 3 dias para NeoPutty. O pH
alcalino desses materiais esta relacionado com a liberac&o dos ions hidroxila e célcio
e formacéo de hidréxido de calcio®3. Estes resultados sugerem que materiais a base
de SC, promovem pH alcalino que pode contribuir com suas propriedades
antimicrobianas?3, como por exemplo contra E. faecalis3.

A solubilidade dos materiais foi avaliada pois pode haver uma relacao direta
entre a perda de massa de um material endoddntico e a possiblidade de reinfeccéo,
contribuindo para o insucesso do tratamento endoddntico realizado3®!. Neste caso,
NeoPutty demonstrou solubilidade <3% e MTA Repair HP ainda apresentou ganho de
massa, 0 que pode evitar a recontaminacdo do SCR. Em um estudo com materiais

obturadores a base de SC, apesar de se obter como resultado uma solubilidade maior
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que 10%, a alteracdo volumétrica foi abaixo de 2%, o0 que mostra estabilidade
dimensional desses materiais e uma possivel limitacdo da avaliagcdo convencional dos
testes de solubilidade®®. Para uma andlise mais semelhante ao que ocorre
clinicamente, nova metodologia com imagens de microtomografia computadorizada
(Micro-CT) pode ser utilizada para avaliacdo da alteracado volumétrica e porosidade
de cimentos endodénticos apds imersdo em PBS#, possibilitando o relacionamento
dessas propriedades com o valor de solubilidade obtido no teste convencional. Como
visto no estudo, a alteragdo volumétrica e porosidade total dos materiais reparadores
NeoPutty e MTAHP apresentaram valores menores que 1%, ndo apresentando
diferenca.

O TCDM é um método quantitativo, confiavel e reprodutivel que permite a
quantificacdo do numero de micro-organismos viaveis apés diferentes periodos de
contato com agentes antimicrobianos e pode ser realizado sobre células plantbnicas
ou em biofilmes. O teste em biofilme reflete a situacéo clinica na Endodontia, uma vez
que as bactérias organizadas em biofilme resistem muito mais aos efeitos de agentes
antibacterianos usados no tratamento endoddntico3e.

A atividade antimicrobiana do material pode evitar a recontaminacdo apos
procedimentos reparadores em Endodontia. Os cimentos NeoPutty e MTA Repair HP
apresentaram uma diminuicdo na contagem de UFC/ml no TCDM, demonstrando
atividade antibiofiime. Visando um aumento da capacidade antimicrobiana contra
microrganismos resistentes (como de Enterococcus faecalis), a associagcdo com CTR
1% foi realizada, ndo demonstrando prejuizo das propriedades fisico-quimicas
analisadas. A CTR, é um surfactante catiénico, substancia capaz de agir sobre o
biofime de Enterococcus faecalis®” e tem sido associada a diversos materiais
endoddnticos?’-3°, Gjorgievska et al.>® demonstraram grande potencial em melhora da
capacidade antimicrobiana, assim como os resultados deste estudo, em que 0s
grupos NMTAZ2 e BIO associados a CTR erradicaram totalmente o biofilme induzido

nos discos de hidroxiapatita.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir:

O novo cimento pronto para uso NeoPutty demonstra propriedades fisico-
quimicas favoraveis como adequado tempo de presa, pH alcalino, baixa solubilidade,
estabilidade dimensional, baixa porosidade e atividade antibiofilme;

Novo cimento obturador NeoMTA 2, BioRoot e associacdes apresentaram
adequados tempo de presa, pH alcalino, baixa alteracdo volumétrica e atividade
antibiofilme, sendo que a associagcdo com a CTR nao prejudicou as propriedades

fisico-quimicas testadas e aumentou a atividade antibiofilme.
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APENDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA

ANALISE DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Tempo de presa (TP)

A avaliacdo do tempo de presa (TP) foi realizada de acordo com norma ISO-
6876;2012. Foram confeccionados anéis em gesso especial com 10 mm de diametro
e 1 mm de altura (n = 6) e utilizadas as agulhas de Gilmore (massa de 100 +0,5g e
didmetro de 2 £ 0,1 mm). Os anéis de gesso foram armazenados a 37°C e a mais de
95% de umidade relativa por 24h antes do teste. TP (em minutos) foi determinado
como o periodo entre a manipulagdo e o momento em que a agulha ndo produziu

marcas nos cimentos.

pH

Para avaliagdo do pH, foram utilizados tubos de polietileno de 10 x 1,6 mm
(comprimento x diametro) (n = 10), os quais foram preenchidos com cada material. Os
tubos foram imersos em frascos plasticos contendo 10 mL de &gua deionizada e
mantidos em estufa a 37°C. As mensuracdes de pH foram realizadas apés 1, 3, 7, 14,
21 e 28 dias da manipulacdo dos materiais, usando pHmetro digital (Digimed, SP,
Brasil), a temperatura ambiente de 25°C. Ap6s cada mensuracdao em triplicata, foi
calculada a média para cada grupo e periodo experimental.

Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado segundo (Carvalho-Junior et al., 2007). Foram
confeccionados corpos-de-prova medindo 7,75 mm de diametro e 1,5 mm de altura
(n=7). Cada molde foi preenchido com o cimento a ser avaliado e posicionado sobre
laminula de vidro recoberta por uma pelicula de papel celofane. Um fio de nylon
impermeavel foi colocado no interior do material e outra placa de vidro, também
coberta com uma pelicula de celofane, foi colocada sobre o molde e pressionada
manualmente, de tal maneira que as placas toquem a superficie do molde
uniformemente. O conjunto foi armazenado em estufa com temperatura de 37°C e
95% de umidade até a completa presa do material, um periodo correspondente a trés
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 preciséo até obter
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estabilidade da massa inicial (aproximadamente 7 dias) e foram suspensos por meio
da fixacao dos fios de nylon no interior de recipientes plasticos com tampa contendo
7,5 ml de 4gua destilada ou PBS, tendo o cuidado de evitar qualquer contato entre o
material e a superficie interna do recipiente. Os recipientes permaneceram em estufa
a 37°C pelos periodos experimentais, quando os corpos-de-prova foram removidos
da agua destilada, lavados com agua destilada e deionizada, secos com papel
absorvente e colocados novamente em desumidificador até obter estabilidade da
massa final (aproximadamente 7-14 dias). O teste foi realizado mantendo 0s corpos-
de-prova em agua destilada pelo periodo de 7 dias. A variacdo de massa foi expressa

em porcentagem da massa original.

Andlise por Microtomografia Computadorizada (Micro-CT): Alteracao

volumétrica e porosidade

Preparo e preenchimento dos espécimes (tubos de dentina)

Dentes bovinos extraidos foram empregados no estudo (n=5 no subprojeto 1 e n=7
no subprojeto 2). Exames radiograficos foram realizados para confirmar a auséncia
de anomalias. As raizes foram seccionadas transversalmente com um disco
diamantado (Microdont), obtendo espécimes com 4 mm. Posteriormente, um Unico
operador previamente calibrado realizou o preparo dos canais radiculares utilizando
brocas Gates-Glidden niumero 6 para confeccdo de tubos cilindricos com diametro

interno 1,5 mm e espessura das paredes de aproximadamente 1,5 mm.

Figura 1 - Tubos cilindricos de dentina padronizados, confeccionados a partir de dentes
bovinos

Fonte: Imagem cedida por Luana Raphael da Silva.
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Durante todo o preparo, os canais foram inundados com solucdo de NaOCI a
1%. A irrigacao final foi realizada com 5 mL de NaOCI 2,5% e 5 mL de EDTA 17%,
por 3 minutos, seguido de &gua destilada. ApOs o preparo, os espécimes foram
imersos em agua destilada e armazenados em estufa a 37°C por 24 horas. Decorridas
as 24 horas, as cavidades foram preenchidas com o material em estudo (n=7)
utilizando um kit de condensadores (Ref.: 324501, n°s 2, 3 e 4; Golgran; Sado Caetano
do Sul, SP, Brasil). As amostras foram mantidas em estufa a 37°C e umidade relativa

por 3 vezes a duragéo do tempo de presa.

Figura 2 - Tubo cilindrico de dentina preenchido com o material

Fonte: Imagem cedida por Luana Raphael da Silva.

Escaneamento dos espécimes, avaliacdo da alteracao volumétrica e porosidade

Apods esse periodo, os espécimes foram submetidos a escaneamento em micro
tomografia computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica),
utilizando os seguintes parametros: resolucdo de 9 um, frame 4, filtro de cobre e
aluminio, rotacéo 180°, 80 kV e 300 uA.
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Figura 3 - Escaneamento em micro tomografia computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176,
Bruker, Kontich, Bélgica)

Fonte: Imagem cedida por Luana Raphael da Silva.

Apés o escaneamento das cavidades preenchidas pelos materiais, 0s
espécimes foram imersos em PBS (n=7) por 7 e no caso do subprojeto 2, 28 dias e
mantidos em estufa a 37°C. Novos escaneamentos foram realizados apds o periodo
de imersdo. A avaliacdo da alteracdo volumétrica dos materiais sera realizada pela
analise quantitativa das amostras, permitindo o calculo da diferenca no volume total
dos materiais, em mm3, antes e ap0s a imersdo. A porosidade dos materiais apos a
presa e a influéncia da imersdo em PBS sera quantificada por avaliacdo dos poros

abertos, fechados e da porosidade total do material.

Processamento e andlise das imagens

As reconstrucfes das imagens foram realizadas no programa NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica), apds definicdo dos parametros individuais para o material. Para
cada amostra, foram definidos valores de correcdo de artefatos como regularizagcéao

de radiacao, nitidez e histograma (Figura 1).
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Figura 4 - Reconstrucao das imagens no software NRecon
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Em seguida, o software Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) foi utilizado, a fim
de se obter a sobreposicdo das imagens. Através desses registros, os datasets
obtidos puderam ser analisados na mesma posi¢ao, permitindo que a mesma regiao

fosse analisada nas diferentes etapas experimentais (Figura 2).

Figura 5 - Sobreposi¢cdo das imagens no programa Data Viewer, registrando os diferentes
periodos escaneados em Micro-CT
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As imagens registradas foram analisadas quantitativamente no programa CTAN
(V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica) (Figura 3). Cada espécime foi dividido em duas partes
de 2 mm cada para analise da alteracdo volumétrica e porosidade. No artigo 2, além
da andlise das duas partes de 2mm englobando as extremidades do espécime, foi
realizada a analise de 2mm na parte interna, descartando as extremidades. Assim foi
possivel avaliar a influéncia do contato do material com o meio externo (solucéo de
PBS) e o0 quanto esse contato interfere na alteracédo de volume do cimento.

Para a obtencdo do percentual de aumento volumétrico, foi utilizada a seguinte

formula:

% aumento volumétrico = volume final x 100 | - 100

volume inicial

Figura 6 - Imagem representativa das andlises de alteragdo volumétrica e porosidade no
software CTAN
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Figura 7 - Imagem representativa da divisdo da amostra no software CTAnN para analise da
alteracao volumétrica
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Fonte: Arquivo pessoal.

Modelos 3D das cavidades foram obtidos por meio do programa CTVox
(V2.3.1.0) com a finalidade de ilustracdo. Para todas as propriedades a serem
avaliadas, foram considerados os valores obtidos ap0s a presa, que foram
comparados com o periodo de 7 dias de imersdo em PBS no caso da publicacdo 1, e

7 e 28 dias no caso da publicagao 2.
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Figura 8 - Reconstrucdes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposi¢cdo do volume
dos cimentos NeoPutty e MTA Repair HP antes (vermelho) e ap6s (verde) imersdo em PBS
por 7 dias

MTA Repair HP

Areas densas em verde indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam
perda de volume.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 9 - Reconstrugdes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposi¢éo do volume
dos cimentos BioRoot, NeoMTA 2 e associacdes, antes (vermelho) e apds (verde) imerséo
em PBS por 7 e 28 dias

BioRoot BioRoot + CTR NeoMTA 2 NeoMTA2 + CTR

28 dias

Areas densas em verde indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam
perda de volume.

Fonte: Arquivo pessoal.
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ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Teste de contato direto modificado (TCDM)

Foram utilizados como substrato para a formagdo do biofilme discos de
hidroxiapatita (Instituto de Fisica- USP- S&o Carlos). Previamente ao experimento, 0s
discos foram inseridos em tubo de ensaio contendo agua destilada, e autoclavados a
120°C por 20 minutos. Para a inducdo do biofilme, os discos foram submersos em
TSb (2 mL) contendo 1% do in6culo (1 x 108 UFC mL™) de E. faecalis. O biofilme foi
desenvolvido em placa de cultura de 24 pocos, em incubadora de bancada com
agitacao orbital (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos cientificos LTDA, Diadema, SP,
Brasil) a 37°C com 80rpm, o biofilme permaneceu em ambiente de micro-aerofilia por
7 dias, com troca do meio de cultura total a cada 24 horas.

O teste de contato direto foi realizado com eluido do cimento fresco (50mg/mL).
O numero de amostras foi de 6 para cada eluido. Os eluidos foram preparados na
concentracdo de 50mg/mL em &gua destilada esterilizada, agitados e mantidos em
repouso em tubos falcon de 15mL, em estufa a 37°C por 48 horas. Os discos de
hidroxiapatita foram imersos em tubos tipo eppendorf (500 uL), contendo 300uL de
cada eluido. O grupo controle foi solugéo salina. Os discos permaneceram em contato

por 15 horas, em estufa a 37°C.

Figura 10 - Imagens do experimento de teste de contato direto modificado

A: Frascos com eluido do cimento fresco (50 mg/mL). B: Tubos de polietileno tipo
eppendorf contendo 1mL de solucao salina estéril e pérolas de vidro em vortex.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Decorrido o tempo de contato, os discos de hidroxiapatita que estavam em
contato com o eluido foram removidos e individualmente inseridos em tubos de
polietileno tipo eppendorf contendo 1 mL de solugéo salina estéril e pérolas de vidro,
que foram agitados em vortex por 1 minuto, com o propésito de permitir a suspensao
dos microrganismos. Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal seriada e trés
aliquotas de 20 uL de cada uma das dilui¢cdes, foram distribuidas em placas de Petri
contendo o meio de cultura Tryptic Soy agar (TSa). As placas permaneceram
incubadas por 48 horas a 37°C, e ap0s este periodo foi realizada a contagem de
UFC/mL e os dados submetidos a transformacao logaritmica (log10).

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica para determinar a
normalidade da distribuicdo amostral e em seguida aos testes estatisticos

complementares com nivel de significancia de 5%.
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ANEXO A - APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

(CEUA)
A%y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA it
u nes YAY  40LIO DE MESQUITA FILHO” 2
Cémpus de Araraquara

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do pH, da associagdo a
antimicrobianos e do tratamento de dentina nas propriedades de cimentos
endodénticos biocerdmicos reparadores e obturadores’ registrada com o n°
01/2021, sob a responsabilidade do(a) Prof(a). Dr(a). Juliane Maria Guerreiro
Tanomaru — que envolve a utilizagdo de dentes/ossos bovinos para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE
ARARAQUARA em reunido de 24/02/2021.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo | Abril/2022
Espécie/linhagem/raga Dentes bovinos

N° de animais 110

Peso/ldade -

Sexo -

Origem Zanchetta Induastria de Alimentos Ltda

PP B CAdoats
Profa. Dra. CARINA APARECIDA FABRICIO DE ANDRADE
Coordenadora da CEUA

Comissio de Ftica no Uso de Animais - CEUA
Rua Humaita n® 1.680 — Centro — CEP 14801-903 — Caixa Postal n° 331 - ARARAQUARA — SP
5° andar — fone (16) 3301-6459 / fax (16) 3301-6433 / e-mail: ceua.foar@unesp.br - home page: http://www.foar.unesp.br



N&o autorizo a reproducéo deste trabalho pelo prazo de até 2 anos apés a data
da defesa.

Direitos de publicacédo reservado ao autor
Araraquara, 29 de marco de 2022
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