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RESUMO

Carvalho CN. Efeito da adigdo de particulas de vidro niobofosfato bioativo a guta-
percha: Desenvolvimento, caracterizacao, resisténcia de unido a dentina e
influéncia na formacao de biofilmes microbianos [tese]. Sdo Paulo: Universidade
de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2014. Versao Corrigida.

Os objetivos deste estudo foram desenvolver e caracterizar um compésito para
obturagédo endodéntica a base de guta-percha e vidro niobofosfato. Foi avaliado a
resisténcia de unido a dentina radicular do compésito experimental, da guta
EndoSequence BC, ambos sem o uso de cimento além do cimento AH Plus
associado a guta-percha através do ensaio de ppush-out. A analise dos padrdes
de fratura foi realizada com auxilio de MEV. Analises usando EDX and MEV-EDS
foram realizadas para verificar a composicao e distribuicdo das particulas de vidro
na superficie e no interior da matriz de guta-percha dos materiais testados. Os
resultados foram analisados estatisticamente pelos testes ANOVA e Tukey, sendo
considerado significante quando p < 0,05. Foi avaliado também a influéncia do
composito experimental, do vidro niobofosfatos bioativo, diferentes tipos de guta-
percha e hidroxiapatita na adeséo e formacao de biofilme por bactérias orais com
coloracao Live/dead usando um microscépio confocal a laser. O biofilme multi-
espécies foi formado na superficie de discos de hidroxiapatita - HA, vidro
niobofosfato - VNB, guta-percha Obtura - OBT, guta-percha Protaper - PTP,
EndoSequence BC guta-percha - GBC e o compdsito experimental guta-percha
associado com o vidro niobofosfato - GNB. O biovolume total (mm?), biovolume de
bacterias viaveis (mm®), e porcentagem de bactérias viaveis (%) foram
quantificados. As diferengas entre os grupos foram avaliadas usando ANOVA de
dois fatores e teste de Tukey para contraste de médias (=0,05). Os materiais
testados foram imersos em PBS e o pH das solugdes foi avaliado. Os materiais
foram imersos em agua deionizada e as solugdes foram analisadas em ICP-OES
(Espectrometria de emissdo atébmica por plasma acoplado indutivamente) para
determinar a liberacdo de diferentes elementos quimicos. AH Plus e o material
experimental ndo mostraram diferenga estatistica significante na resisténcia de

unido a dentina (2,83 MPa e 2,68 MPa respectivamente). Ja o material Guta



EndoSequence BC apresentou o menor valor de resisténcia de unido (1,34 MPa)
com diferenga estatistica significante em comparagdo aos demais grupos (p <
0,05). Os grupos GNB, GBC e VNB apresentaram os menores valores de
biovolume total em 30 dias. Os maiores valores de biovolume viavel em 30 dias de
incubacdo em ordem decrescente foram: HA; PTP e OBT; GBC e VNB e
finalmente GNB. Com relagdo a porcentagem de biovolume viadvel o material
experimental GNB apresentou os menores valores para 3 e 30 dias enquanto o
VNB apresentou o menor valor para 14 dias com diferengca estatisticamente
significante em relagdo aos demais grupos (p < 0,05). O material experimental
GNB apresentou o maior valor de pH apés 30 dias de imersao em PBS e maior
liberacdo de Zn em todos os periodos analisados quando comparado aos demais
grupos e maior liberagdo de Ca aos 14 e 30 dias semelhante ao grupo GBC, o
qual liberou mais Si comparado aos demais grupos nos periodos de 14 e 30 dias.
O material obturador experimental mostrou habilidade em aderir a dentina
radicular de maneira similar a obturagéo convencional com guta-percha e cimento
(Ah Plus) e foi capaz de inibir a formagcéo de biofilme microbianos quando

comparado a HA e guta-percha convencionais.

Palavras-chave: Guta-percha; Nidbio; Vidro Fosfato; Obturacdo; Push-out;

Resisténcia de uniao.



ABSTRACT

Carvalho CN. Effect of the addition of the niobophosphate bioactive glass in the
gutta-percha: Development, characterization, bond strength to dentin and influence
on biofilm formation [thesis]. S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2014. Verséo Corrigida.

The objectives of this study were to develop and characterize a composite for
endodontic obturation based gutta-percha and niobium phosphate glass. The study
evaluated the composite’s micropush-out bond strength to root dentine of the
experimental gutta-percha and niobium phosphate glass composite applied with
thermoplastic technique to the root canals without sealer in a moist environment
and compare to the conventional root canal obturation Ah Plus and gutta-percha,
and a commercial bioceramic gutta without sealer. Additionally, the cores materials
were characterized using Scanning Electron Microscopic/Energy-dispersive X-ray
(SEM/EDS) and Energy Dispersive X-ray fluorescence spectrometry (EDX)
analysis. The failure mode was analyzed with SEM. Analysis using EDX and SEM-
EDS was carried out to verify the composition and distribution of the particles of the
tested materials. Data were statistically analyzed by one-way ANOVA and Tukey’s
test (p < 0,05). Also was analysed the influence of different types of gutta-percha
and bioactive niobium phosphate glass on the adherence and biofilm formation by
oral bacteria from human dental plagque with Live/dead staining assay using
confocal laser scanning microscopy (CLSM). The multispecies biofilm was grown
from plaque bacteria on discs of hydroxyapatite - HA, niobium phosphate bioactive
glass- VNB, Obtura pellets - OBT, Protaper gutta-percha - PTP, EndoSequence
BC gutta-percha - GBC and gutta-percha associated with niobium phosphate glass
- GNB in brain-heart infusion broth for 3,14 and 30 days. After the growth induction
periods, specimens were stained by using Live/Dead, and the images were
analyzed under a CLSM. The total biovolume (mm?®), viable biovolume (mm?®), and
Live percentage (%) were quantified. Biofilm structure was visualized by scanning
electron microscopy (SEM). The materials were immersed in phosphate-buffered

saline (PBS) and the pH in the solutions was monitored. The materials were also



immersed in deionized water and the solutions were analyzed with ICP-OES
(Inductively Coupled Plasma - optical emission spectrometry) to determine
elemental release. AH Plus and GNB groups showed bond strengths of 2,83 MPa
and 2,68 MPa respectively, with no statistically significant difference between them
(p > 0,05). GBC group had the lowest bond strength average (1,34 MPa), which
was a statistically significant difference compared to the other groups (p < 0,05).
Groups GBC, GNB and VNB presented the lowest total biovolume values in 30
days. The highest viable biovolume values in 30 days of incubation, in decreasing
order, were as follows: HA; PTP and OBT; GBC and VNB and finally GNB. As
regards live percentage, the experimental material GNB presented the lowest
values at 3 and 30 days, while VNB presented the lowest value at 14 days, with
statistically significant difference in comparison with the other groups (P < 0,05).
The experimental material GNB presented the highest pH value after 30 days of
immersion in PBS, and greatest Zn release in all the time intervals analyzed when
compared with the other groups; and the greatest Ca release at 14 and 30 days,
similar to Group GBC, which released a larger quantity of Si when compared with
the other groups in the time intervals of 14 and 30 days. The experimental root
filling composite (GNB) showed an ability to adhere to root dentine equal to the
current gold standard root filling with gutta-percha and sealer (Ah Plus) and was
able to inhibit the formation of microbial biofim when compared to HA and

conventional gutta-percha.

Keywords: Gutta-percha; Niobium; Phosphate glass; Obturation; Push-out bond

strength.
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1 INTRODUGCAO

A fase de obturacdo do canal radicular € de extrema importancia para o
sucesso da terapia endoddntica. Por esse motivo, inumeros estudos no sentido de
aperfeicoar a técnica, avaliar procedimentos e materiais tém tido oportunidade
objetivando propiciar a maxima impermeabilizagdo possivel ao sistema de canais
radiculares. A obturagcdo endoddntica, além de selar o sistema de forma
extremamente eficiente ndo deve interferir e, de preferéncia estimular o reparo

apical e periapical subsequente ao tratamento.

Os materiais obturadores devem possuir uma série de caracteristicas
fisicas e quimicas, tais como: ser radiopaco; possuir capacidade em adaptar-se as
paredes do canal; ser insoluvel nos fluidos teciduais; ndo manchar as estruturas
dentarias; ndo contrair; ser soluvel em solventes comuns em Endodontia, portanto,

removivel; e, ndo favorecer o crescimento bacteriano.

O mercado odontoldgico atual disponibiliza grande quantidade de cimentos
para utilizagdo em obturagbes endoddnticas associado a guta-percha, no entanto,
esses cimentos ainda ndo preenchem todos os requisitos para um selamento
realmente eficiente, prevenindo tanto a infiltragdo apical quanto coronaria. Alguns
pesquisadores tem buscado nos biomateriais algo que possa desempenhar um
papel eficaz, inibindo ou eliminando bactérias residuais, prevenindo a re-

contaminagao com um selamento adequado e facilitando a reparagao periapical.

A obturagdo endoddntica tradicional com guta-percha e cimento pode ser
considerada como um sistema de monobloco secundario, entretanto, um cimento
obturador convencional ndo adere idealmente a dentina e a guta-percha e esse
sistema ndo se comporta mecanicamente como uma unidade homogénea em
relagdo a dentina radicular. Dessa forma, a busca por um verdadeiro monobloco

que reforga o canal radicular pode se visto como um ideal a ser alcangado.

Recentemente, tem-se aumentado o interesse em novos materiais
restauradores bioativos com capacidade de induzir a remineralizacédo dentinaria
através da liberacdo de diferentes ions. Vidros bioativos associados com

poliisopreno, policaprolactano ou guta-percha foram apresentados como uma
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alternativa ao preencher o canal radicular de forma efetiva, mesmo em ambiente
de umidade, sem o uso de qualquer cimento. Esses novos compdsitos geralmente
contém vidros bioativos 45S5 capazes de liberar espécies idnicas e formar um

precipitado, a hidroxiapatita, prometendo uma melhora no selamento.

Os vidros bioativos 45S5 vém encontrando grande espago em aplicagdes
como biomateriais pois sua estrutura € mais proxima da parte mineral dos tecidos
O0sseos e dentina. Uma das desvantagens desses vidros é a baixa durabilidade
quimica, entretanto, essa durabilidade pode ser melhorada com a adicao do 6xido
de nidbio, que, além de ser biocompativel, pode aumentar a radiopacidade e
microdureza quando esses vidros sao incorporados a cimentos endoddnticos ou

adesivos dentinarios.

Atualmente, ndo ha um material de uso unico para obturacdo endoddntica
que seja auto-adesivo, bioativo, antimicrobiano e que tenha em sua composigao

um vidro niobofosfato.

A associagao do vidro niobofosfato bioativo com guta-percha pode fornecer
um selamento imediato e ser posteriormente reforcado pela formacdo de
hidroxiapatita na interface dentina/obturagcao, e com a liberacdo de ions fosfato e
célcio livres também podem potencialmente auxiliar a regeneragao 6ssea durante

a cicatrizacao periapical e apresentar uma certa capacidade antibacteriana.

O objetivo do presente estudo é desenvolver, caracterizar e estudar a
liberagcado de ions, pH, resisténcia de unido a dentina e atividade antibacteriana
sobre biofiilme de um compdsito a base de vidro niobofosfato bioativo e guta-

percha para obturacdo endodéntica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O desenvolvimento e o uso de Biomateriais para reparagao e regeneragao
de partes do corpo tem crescido de maneira consideravel no campo da Medicina
moderna. Diante da importancia desse tema, materiais a base de vidros e
ceramicas bioativas tem guiado os avangos tecnolégicos para a substituicdo de
0Ss0s ou coberturas de materiais usado em implantes ortopédicos (Hench, 2006;
Cormack; Tilocca, 2012).

Assim como a Medicina, a Odontologia tem buscado novas tecnologias que
possam ser usadas para estimular a formacdo ou neoformacdo de tecidos
mineralizados ao redor de implantes, onde necessita a recomposicao da estrutura
Ossea, e na propria estrutura dental onde houve perda devido ao processo
carioso. Os vidros bioativos tem chamado a atengcdo da comunidade cientifica
devido a sua capacidade de liberar uma série de ions (P, Ca, Si and Na) que
podem estimular a formagao de um tecido mineralizado em contato com o fluido

humano (Sepulveda et al., 2001).

A perda da porgao inorganica da estrutura dental em razdo de fatores
relacionados, tem levado inUmeros pesquisadores a procura de materiais que
apresentam a habilidade de induzir a formagdo de hidrohapatita {HA -
Ca10(PO4)s(OH),}, para reposicdo da porgdo mineral (Vollenweider et al., 2007;
Wang et al., 2011).

Dentre os vidros mais utilizados se encontra o Bioglass 45S5, que é um
vidro bioativo composto de célcio/sédio fosfato e silicatos e apresenta bioatividade
in vitro em solugdo de fluido corporal simulado (Kokubo et al., 1990; Kokubo;
Takadama, 2006) e in vivo, sugere-se que ocorra a formagdo de uma camada
externa rica em calcio e fosfato que adere quimicamente a esses tecidos duros
(Hench; Wilson, 1984; Filgueiras et al., 1993), enquanto internamente ha perda de
silica para o meio (Sepulveda et al., 2001). O nome 45S5 refere-se a proporgéo de
45% em massa de SiO; e a relagdo de Ca/P= 5 (Cao; Liu, 2013).

O mecanismo proposto por Hench para esses biovidros pode ser descrito

em trés eventos: lixiviacado, dissolugao e precipitacdo. Primeiramente os biovidros
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perdem ions sédio e calcio por troca com ions H3O" da solucdo. Essa lixiviagéo
promove um aumento local do pH, ocasionando a quebra dos grupos Si-O-Si da
superficie e liberando silica soluvel para a solugdo. A dissolucdo culmina na
formagdo de uma camada rica de silica hidratada pela condensagao dos grupos
silandis. A seguir, ocorre a incorporagcao de PO,> e Ca®" provenientes da
migragcdo desses grupos para a superficie do vidro bioativo e da solugéo para a
formagdo da camada de fosfato de calcio. Esta camada, inicialmente nao
cristalina, evolui gradualmente para uma camada policristalina pela incorporagao
adicional de anions carbonato da solucdo e cristaliza-se em hidroxiapatita
carbonatada (HCA) como fase principal (Hench; Larry, 1991; Hench; Wilson,
1999).

Uma das desvantagens dos vidros fosfatos € a sua pobre durabilidade
quimica em ambientes aquosos, no entanto, essa durabilidade pode ser
aumentada com a adicdo de 6xido de nidbio a esses vidros além de influenciar
nas propriedades bioativas dos mesmos (Carbonari, 2003; Sene et al., 2004;
Denry et al, 2005; Bertolini et al., 2008) podendo também melhorar a
biocompatibilidade (Denry et al., 2005).

Nos vidros niobofosfato, o niébio (Nb), assume um papel importante na
bioatividade. Em SBF ( Simulated Body Fluid — Fluido Corpéreo Simulado), os
grupos funcionais Nb-OH adquirirem uma carga negativa, e induzem a formagéao
de apatita com a deposicdo de um composto de calcio amorfo. Posteriormente,
uma forma amorfa de fosfato de célcio se transforma em hidroxiapatita (Kokubo et
al., 2003). O vidro niobofosfato apresenta bioatividade e biocompatibilidade in vivo
(Carbonari 2003), além disso, o pentoxido de nidbio sozinho é capaz de promover
uma cristalizacdo e mineralizagdo dos tecidos circundantes (Karlinsey et al.,
2006). Ao contrario da silica, o Nb participa ativamente na reacdo de
osseointegragdo devido a sua elevada biocompatibilidade (Velten et al., 2004).
Esse tipo de vidro pode aumentar significativamente a atividade de fosfatase
alcalina, que é diretamente proporcional a concentragao de ions Nb dissolvidos
(Tamai et al., 2007). A incorporagao de pentdéxido de Nb (Nb,Os) pode também
aumentar a radiopacidade e dureza de materiais adesivos experimentais (Leitune
et al., 2013a,b). Além disso, os outros constituintes do vidro, tais como CaO-P,0s

e Na, também contribuem para a deposigdo de hidroxiapatita (Oh et al., 2005;
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Kokubo et al., 2003) e, consequentemente a bioatividade do vidro (Lin et al.,
2005).

Apesar dos biovidros 45S5 apresentarem elevada bioatividade, sua
utilizacao é restrita para aplicacbes que nao requerem materiais com elevada
resisténcia mecanica. O aumento dessa resisténcia no entanto, ainda é um
desafio (Doremus, 1994; Shackelford; Doremus, 2008).

Relatos sobre a influéncia do 6xido de niébio em vidros bioativos sao
escassos. Poucos estudos, no entanto, mostram que a adicdo desse O6xido
ocasiona uma melhora na resisténcia mecanica e bioatividade do biovidro
(Golubkov et al., 2001; Denry et al., 2005; Ghussn et al., 2006), bem como, no

estimulo de formacgao de tecido ésseo (Denry et al., 2005).

Atualmente, os materiais bioativos vem sendo introduzidos aos poucos em
diversos campos da Odontologia, para tratamento de hipersensibilidade através
da remineralizagao (Engqvist et al., 2004; Vollenweider et al., 2007; Marending et
al., 2009; Peters et al., 2010; Wang et al., 2011; Sauro et al., 2012), recobrimento
de implantes dentarios (Altomare et al., 2011; Cao; Liu, 2013), participando da
composi¢cao de materiais restauradores estéticos e sistemas adesivos (Hashimoto
et al., 2010; Sauro et al.,, 2012; Leitune et al., 2013a), cimentos endoddnticos
(Zhang et al., 2009ab; Damas et al., 2011; Hansen et al., 2011; Loushine et al.,
2011; Shokouhinejad et al., 2013; Nagas et al., 2012; Ozcan et al., 2012; Leitune
et al., 2013b) guta-perchas (Alani et al., 2009; Mohn et al., 2010a,b; Marending et
al., 2013) e também como medicacdo intracanal (Zehnder et al., 2004;
Krithikadatta et al., 2007; Vollenweider et al., 2007; Gubler et al., 2008).

Biovidros na Endodontia

Os primeiros relatos do uso de vidros bioativos na Endodontia 0 mostram
como uma alternativa ao uso como medicagao intracanal. Estudos in vitro indicam
que vidros bioativos podem ser usados como medicacdo intracanal pois seu
espectro de acao e eficacia antimicrobiana sdo semelhantes ao hidréxido de calcio

utilizado entre sessdes (Gubler et al., 2008). O vidro bioativo € um material que se
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torna ativado quando em contato com o fluido dentinario, liberam ions,
promovendo um pH alcalino no ambiente (Krithikadatta et al., 2007). Esses
biomateriais, por serem bioativos, podem induzir a remineralizacdo dentinaria
(Vollenweider et al., 2007).

Embora o efeito antimicrobiano dos vidros bioativos ndo seja totalmente
compreendido, ele pode estar relacionado a elevacdo do pH em suspensdes
aquosas (Stoor et al., 1998). Sabe-se que a estrutura dentinaria exerce um efeito
tampéo sobre grandes variagbes de pH, e pode ser responsavel por diminuir a
atividade antimicrobiana de medicamentos dentro do canal radicular (Haapasalo et
al., 2000). Entretanto, foi relatado que o vidro bioativo tem sua eficacia

antibacteriana aumentada quando misturado a dentina (Zehnder et al., 2004).

Zehnder et al. (2004) relatam que o p6 do vidro bioativo S53P4 possui
efeito anti-séptico maior do que o observado pelo hidréoxido de calcio, e que
aparentemente, este efeito ndo estaria relacionado apenas ao pH. O aumento do
pH da solugcdo aquosa de vidro bioativo pode ser provocado pela deterioracdo da
superficie do vidro, liberando 6xidos de sodio. Eles hipotetizaram ainda que a
dentina pode servir como uma fonte de ions calcio e fésforo, o que permite o vidro
bioativo mineralizar a parede celular bacteriana, destruindo assim a sua
integridade celular. Neste mesmo estudo, a presengca de p6 de dentina em
suspensao aumentou significantemente a eficacia do vidro bioativo S53P4 contra

uma multiplicidade de microorganismos orais.

Em outro estudo, Zehnder et al. (2006) afirmam que o pd de dentina age
como um receptor para os ions em solucédo e, portanto, atua como catalisador
para a dissolugdo do vidro em suspensdo aquosa, interferindo na viabilidade

bacteriana.

A atividade antimicrobiana de vidro bioativo contra E. faecalis foi
considerada moderada quando comparada a clorexidina gel 2%, ao metronidazol
gel 2% e ao hidréxido de calcio (Krithikadatta et al., 2007), enquanto que Atila-
Pektas et al. (2013), ndo encontraram aumento no efeito antimicrobiano do vidro
bioativo utilizando o modelo de dentina infectada contra E. faecalis, em
comparagao com o hidréxido de calcio, gel de clorexidina e Activ Point (guta-

percha com diacetado de clorexidina).
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Foram introduzidos no mercado, os cimentos bioceramicos para obturacao
endodéntica (iRoot SP Root Canal Sealer - Innovative BioCreamix Inc.,
Vancouver, Canada e o EndoSequence BC sealer — Brasseler USA, Savannah,
Georgia) com o propésito de uma aplicagao bioldgica, resultado da combinagao

entre o silicato de calcio e o fosfato de calcio (Candeiro et al., 2012).

EndoSequence BC sealer apresentou propriedades favoraveis, incluindo
boa capacidade seladora (Zhang et al., 2009a), biocompatibilidade (Zhang; Li,
2010), citotoxicidade (Zoufan et al., 2011), atividade antimicrobiana (Zhang et al.,
2009b) e adesao a dentina (Sagsen et al., 2011). Segundo Ulusoy et al. (2011), o
cimento iRootSP pode reforcar raizes simuladas de dentes imaturos contra fratura

quando usado com guta-percha ou Resilon.

Outra vantagem destes materiais € a bioatividade, ou seja, capacidade de
induzir a formacdo de hidroxiapatita quando em contato com fluidos fisioldgicos
contendo fosfato (Gandolfi et al., 2010).

Em relagdo a adesdao, Shokouhinejad et al. (2013) compararam a
resisténcia de unido do cimento EndoSequence BC Sealer a do AH Plus na
presenga ou nao de smear layer. O modo de fratura mais frequente foi
principalmente coesiva para todos os grupos. Em conclusdo, a resisténcia de
unido entre o cimento bioceramico foi igual ao do AH Plus com ou sem a camada

de smear layer.

Um aspecto importante em relacdo a uma adequada adesao dos cimentos
bioceramicos, é a condicdo de umidade da dentina. Nagas et al. (2012) avaliando
os efeitos das condi¢gdes de umidade intra-radicular na resisténcia de unido push-
out de diferentes cimentos endododnticos observou que, independentemente das
condi¢des de umidade, o cimento iRoot SP exibiu a maior resisténcia de unido a
dentina radicular. A ordem decrescente dos valores de resisténcia de unido foi a
seguinte: iRoot SP > AH Plus > Epiphany = MTA Fillapex. Foi observado ainda
que os cimentos exibiram resisténcia de unidao a dentina maiores € menores sob
as condicdo umida e molhada, respectivamente. Concluiram que o grau de
umidade residual afetou significativamente a adesédo de cimentos endodénticos a
dentina radicular. Sugeriram ainda que para os cimentos testados, pode ser

vantajoso deixar os canais ligeiramente umidos antes da obturagéo.
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Diferentes cimentos a base de silicato de calcio podem apresentar variados
niveis de bioatividade, pois sua composi¢ao influencia a capacidade de liberacao
de ions (Han; OKkiji, 2013). O cimento BC sealer parece liberar grande quantidade

de ions calcio (Borges et al., 2012).

Borges et al. (2012) no entanto, relatou uma desvantagem dos cimentos
bioceramicos, pois observou que os cimento iRoot SP ndo atendeu as exigéncias

da Especificacao n° 57 da ANSI/ADA em relagao a solubilidade.

Além dos cimentos bioceramicos para obturacdo, existem os cimentos
bioceramicos reparadores. Em relagdo a citotoxicidade, o cimento bioceramico
EndoSequence Root Repair material (Brasseler EUA, Savannah, GA, EUA)
demostrou niveis similares de citotoxicidade em relagao a diferentes cimentos de
MTA testados (Damas et al., 2011). Mukhtar-Fayyad (2011) concluiu que ambos

os materiais BioAggregate e iRoot SP, mostraram biocompatibilidade aceitavel.

Leal et al. (2011) compararam a capacidade dos materiais Ceramicrete,
BioAggregate e do MTA branco (ProRoot, Dentsply Maillefer, Baillaigues, Suicga)
em prevenir a infiltracdo de glicose através de obturagdes retrogradas. Os autores
concluiram que ambos o0s cimentos reparadores bioceramicos exibiram
selamentos similares ao MTA branco quando usados como materiais retro-

obturadores.

Vidros fosfato bioativos também foram usados na tentativa de desenvolver
um material capaz de preencher o sistema de canais radiculares sem o uso de
qualquer cimento obturador em um ambiente umido (Alani et al., 2009). Novos
compositos (poliisopreno ou policaprolactona) contendo vidros fosfatos capazes
de liberar espéces ibnicas para formar um precipitado e promover um selamento
foram avaliados (Alani et al., 2009; Mohn et al., 2010a,b; Marending et al., 2013).
Esses materiais experimentais mostraram muitas propriedades desejavéis para
um material obturador endodéntico, tais como: Capacidade alcalina, auto-
adesividade a dentina radicular (Alani et al., 2009; Marending et al.,, 2013),
radiopacidade e bioatividade (Mohn et al., 2010a,b). Baseado nesses resultados
(Mohn et al., 2010a), um produto comercial foi desenvolvido com a adi¢ao do vidro
4585 ao poliisopreno, a matriz polimérica da guta-percha (Bio-Gutta; smartodont

llc, Zurich, Switzerland).
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Considerando a importancia do assunto e o grande numero de variaveis
que o envolve, é recomendavel que estudos sejam realizados a fim de avaliar se a
utilizacdo de vidros niobofosfato bioativos combinados com guta-percha na
obturacdo endodéntica podem proporcionar um selamento eficiente e vir a

substituir os cimentos de uso comum na Endodontia.
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3 PROPOSICAO

Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e caracterizar um compésito

a base de vidro niobofosfato bioativo e guta-percha para obturagdo endoddntica.

Objetivos Especificos

Experimento 1:

Avaliar in vitro através do ensaio de micropush-out a resisténcia de unido a
dentina do material experimental, de uma guta-percha bioceramica comercial
ambos sem o uso de cimento e comparar com uma obturagdo convencional com

Ah Plus e guta-percha.
Analisar o padrao de fratura da interface com auxilio de MEV.

Analisar usando EDX and MEV-EDS a composicdo e distribuicdo das
particulas de vidros na superficie e no interior da matriz das diferentes guta-percha

usadas neste estudo.

Experimento 2:

Avaliar a influéncia do compdsito experimental, do vidro niobofosfato
bioativo, de diferentes tipos de guta-percha e hidroxiapatita na adesao e formagao
de biofilme por bactérias orais com coloracido Live/dead usando um microscopio

confocal a laser nos tempos experimentais de 3, 14 e 30 dias.
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Avaliar as propriedades quimicas do compdsito, a partir dos seguintes

testes:

1. Andlise do pH dos materiais usados neste estudo nos tempos

experimentais de 1, 3, 7, 14, 21 e 30 dias.

2. Liberagdo dos elementos Ca, P, Zn, Na, Si e Nb dos materiais
usados neste estudo através da Espectrometria de Emissdo Atébmica
por Plasma Acoplado Indutivamente nos tempos experimentais de 3, 14
e 30 dias.
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratérios dos Departamentos de
Biomateriais e Biologia Oral e de Dentistica da Faculdade de Odontologia da USP,
no CCTM do IPEN (Centro de Ciéncia e Tecnologia de Materiais do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares - Laboratorio de Vidros e Compdsitos
Ceramicos) e na UBC em Vancouver, Canada (Department of Oral Biological and

Medical Sciences, Faculty of Dentistry, University of British Columbia).

4.1 Preparacgao e caracterizagao do compdésito experimental

4.1.2 Preparo do biovidro niobofosfato

Vidros fosfatos foram obtidos a partir da fusdo de misturas de hidroxido de
amonia di-basico (PA-Casa Americana, Sdo Paulo, SP, Brasil), 6xido de niobio
(PA - Companhia Brasileira de Mineragao e Metalurgia, Araxa, MG, Brasil), 6xido
de calcio (PA — Casa Americana, Sao Paulo, SP, Brasil) e carbonato de sédio (PA

- Casa Americana, Sao Paulo, SP, Brasil) em fornos elétricos.

O processo de obtengdo dos vidros teve inicio com a pesagem das

seguintes matérias-primas presentes na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Matéria-prima dos componentes quimicos usados para a fabricagdo do vidro
niobofosfato

Matéria-prima Férmula
Quimica
Fosfato de amoénio dibasico (NH4)2HP4
Oxido de Calcio CaO
Carbonato de sédio Na,COs3

Oxido de nidbio NbOs
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Tabela 4.2 — Composi¢gdo nominal do vidro

Composto Quimico % mol
P20s 33,10
Nb,Os 13,00
Na,O 6,62

CaO 47,28

Essa composicdo nominal (tabela 4.2) foi escolhida, pois em estudo
realizado no IPEN, dentre 7 diferentes composicdes, esta foi a que apresentou

maior bioatividade in vivo (Carbonari, 2003).

Apds a pesagem os compostos quimicos foram misturados a seco em um
misturador tipo turbula por 1h. A mistura foi colocada em um cadinho de alumina e
aquecido em forno elétrico (Lindberg, Blue M, IL, EUA) com taxa de aquecimento
de 10°C/min até a temperatura de 500°C por 30min em ar para eliminagao de
produtos volateis. O material foi entdo aquecido a 1400°C para a completa fusao
dos precursores, permanecendo nesta temperatura por 20min para
homogeneizacdo e afinagem (procedimento realizado para eliminar as bolhas
provenientes da decomposi¢ao dos materiais precursores). O liquido foi vertido em

molde de aco inoxidavel e resfriado a temperatura ambiente.

Apods o resfriamento completo o vidro foi moido em sistema de moagem
com bola de ago (Pulverisette, Fristsch, Idar-Oberstein, RP, Alemanha), durante

30 minutos.

Para a obtengdo de particulas de carga menores que 86um foi utilizada
uma peneira de tela metalica (Hogentogler & Co., Inc., Columbia, MD, EUA) com
auxilio de um agitador (Bertel, Sdo Paulo, Brasil). Apds isso foi realizado ensaio
granulométrico via laser (CILAS Model 1064, Compagnie Industrielle des Lasers,
Orléans, Franga) que permite determinar a distribuicdo granulométrica do material

analisado.
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4.1.3 Preparo do compdsito guta-percha associado ao vidro niobofosfato

A guta-percha em pé (Odous de Deus, MG, Brasil) foi colocada em camara
de mistura para compésito com o vidro niobofosfato em concentragdes crescentes
até o limite de 30% em massa do vidro ao polimero e o material resultante foi
inserido em uma extrusora, sendo a mistura final rolada a méao para dar o formato
conveniente ao uso em obturacdo endodédntica (Cones 0.4, 0.6 acessoérios e

bastéo).

4.2 Experimento 1

Nesse experimento foram utilizados os seguintes materiais:

1. AH Plus (Maillefer, Dentsply Ind. e Com. Ltda., Petrépolis, RJ, Brazil)

e guta-percha (Protaper Universal Gutta-Percha Points, Maillefer,

Dentsply).

2. EndoSequence BC guta-percha (EndoSequence BC gutta-percha
points, Brasseler EUA, Savannah, GA, EUA) (GBC).

3. Guta-percha associada ao vidro niobofosfato (GNB).

4.2.1 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX)

Analise de EDX (EDX - 720, Shimadzu, Téquio, Japao) foi realizado para
verificar a composicao final e a presencga de possiveis contaminantes na superficie
dos materiais usados neste experimento e do biovidro separadamente.
Primeiramente, uma camara CCD foi utilizado para selecionar uma area de 10 mm

de didmetro de cada material.
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4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura/ Espectroscopia de energia dispersiva
(MEV/EDS)

MEV/EDS (SEM/EDS, XL30 Philips) foi realizada para observar a
distribuicdo das particulas sobre a superficie e na massa da guta-percha. Nove
diferentes areas foram selecionados a partir de trés espécimes de cada grupo. O
resultado final apresentado foi uma média dos dados quantitativos de cada area. A
superficie de uma amostra representativa de cada um dos materiais foi observada
utilizando MEV (LEO 440 Electron Microscopy Ltda., Cambridge, Reino Unido).

4.2.3 Preparagao do fluido corporal simulado (SBF)

O fluido corporal simulado é uma solugao inorganica de composi¢ao similar
ao plasma humano sem os componentes organicos (Kokubo et al., 1990), e foi
preparado de acordo com as normas preconizadas pela ISO/FDIS 23317:2007.

Durante todo o processo de preparacdo do SBF, a solucdo permaneceu
incolor, transparente e sem qualquer depdsito na superficie do recipiente.

Para preparar um litro de SBF, foram colocados no interior de um becker
plastico, 700 ml de agua destilada e deionizada que foi aquecida e agitada

magneticamente a 36,5 °C £ 1,5 °C.

Os reagentes foram adicionados e dissolvidos um a um na solugéo de
maneira que cada reagente fosse adicionado a solugdo apdés a completa

dissolucéo do reagente anterior respeitando a seguinte ordem e quantidades:

1 - NaCl (8,035 g)

2 - NaHCO3 (0,355 g)

3 - KCI (0,225 g)

4 - K2HPO4.3H20 (0,231 g)
5 - MgCI2.6H20 (0,311 g)

6 - ¢(HCI) = 1 mol/l (39 g)
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7 - CaCl2 (0,292 g)

8 - Na2S04 (0,072 g)

9 - TRIS - tris hidroximetilaminometano (118 g)
10 - ¢(HCI) =1 mol/l (0 a 5 g)

Com a temperatura da solucido constante, o TRIS foi adicionado pouco a
pouco até que o pH atingisse 7,3 e a temperatura se estabilizesse entre 36 °C e
37 °C. A partir dai, foi adicionado mais TRIS até que o pH atingisse 7,45. Apds
atingir estes valores, foi colocado no interior do recipiente uma solugdo de acido
hidrocloridrico para baixar o pH para 7,42 e assim alternadamente até que toda a
quantidade de TRIS fosse dissolvida, sempre respeitando os limites de 7,42 e 7,45
para os valores de pH da solugado. Apds a dissolugao total do TRIS, a temperatura
foi ajustada para 36,5 °C + 0,2 °C e adicionadas pequenas quantidades de acido
hidrocloridrico até que o pH atingisse 7,42+ 0,01, e finalmente ajustado a 36,5 °C
e pH 7,40.

O SBF foi armazenado em recipiente plastico com tampa hermética e

mantido em refrigerador a temperatura de 5°C.

4.2.4 Selecao dos espécimes para 0s ensaios in vitro

Apds aprovacgao do protocolo de pesquisa, sob o n° 109/11, pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FOUSP (ANEXO A) foram selecionados 60 dentes pré-
molares inferiores do Banco de Dentes Humanos da FOUSP, extraidos por razdes
diversas, portadores de canal uUnico e apices completamente formados. Os
espécimes foram submetidos ao exame radiografico pela técnica periapical para
constatar a presenga de um unico canal radicular, auséncia de qualquer sinal de
calcificacdo difusa ou localizada, reabsorcao interna ou tratamento endodéntico
prévio. Apds remocgdo de material organico da superficie radicular foram
acondicionados e submetidos a 18,5 KGy de radiacdo gamacell (Centro

Tecnoldgico de Radiacao - Instituto de Pesquisa de Energia Nuclear - IPEN, SP,
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Brasil) para o controle microbioldgico.

Uma vez esterilizados, os dentes foram reidratados e mantidos em solucao
fisiologica estéril (Cloreto de sodio 0,9%, Aster Produtos Médicos Ltda., Sorocaba,
SP, Brasil) por 48 horas em estufa a 37°C. Para estabelecer o padrao de equilibrio
de hidratagéo foram mantidos em geladeira a 4°C, com troca diaria da solugao até

0 momento de uso.

4.2.5 Preparo dos dentes

As raizes foram seccionadas perpendicularmente ao longo eixo do dente,
imediatamente abaixo da jungcdo esmalte-cemento com maquina de corte (Isomet
100 Precision Saw Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA). O comprimento real de
trabalho (CRT) para cada dente foi determinado por meio da introdugdo de um
instrumento endodontico tipo K de n° 10 (Maillefer, Dentsply Ind. e Com. Ltda.,
Petrépolis, RJ, Brasil) dentro do canal radicular até que a ponta da lima fosse
visualizada no forame apical, com o auxilio de uma lupa estereoscopica de 25x de
aumento (Baush, Lomb, Rochester, USA), subtraindo-se 1 mm da medida obtida.
O esvaziamento dos canais foi realizado com limas tipo K (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suiga), n° 15, na presencga de solugao de hipoclorito de sddio a 1,0%

(Formula e Agdo, Sao Paulo, SP, Brasil).

Foi feito o preparo quimico-cirurgico com instrumentagao rotatéria — sistema
Protaper e o motor rotatério Endo Plus (VK Driller, Sdo Paulo) sendo o ultimo
instrumento utilizado o F5 (#50/05 taper). Os canais foram irrigados com 2mL de
hipoclorito de sédio a 1% e pH 11 por 1 min entre cada instrumento. A smear layer
foi removida com 5mL de EDTA a 17% por 1 minuto (Férmula e Acéo, Sao Paulo,
SP, Brasil). Apos isso os canais foram secados por aspiragdo com canulas de
didmetros decrescentes complementando-se a secagem com cones de papel

absorvente (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga).
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4.2.6 Delineamento experimental

Concluido o preparo quimico-cirurgico as raizes foram divididas
aleatoriamente em 3 grupos experimentais (n=20) de acordo com os materiais

usados na etapa de obturacéo:

4. AH Plus (Maillefer Dentsply) e guta-percha (Protaper Universal
Gutta-Percha Points, Maillefer, Dentsply). O cimento AH Plus foi

manipulado de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

5. EndoSequence BC guta-percha (Brasseler) (GBC).

6. Guta-percha associada ao vidro niobofosfato (GNB).

Os espécimes nos grupos 2 e 3 foram preenchidos com os materiais
correspondentes sem uso de cimento. Apenas para estes dois grupos o canal
radicular foi irrigado com 1 ml de SBF e permaneceu umido para obturagdo sem

cimento.

Em todos os trés grupos as raizes foram obturados pela técnica
termoplastica de ondas continuas de condensagdo usando System B
(SybronEndo, Orange, CA) e técnica de Schilder. Todos os espécimes foram
restaurados com resina composta apos a obturagcdo e armazenados por 30 dias

em tubos de Eppendorf individuais, contendo 2 mL de SBF em estufa a 37°C.

4.2.7 Resisténcia de unido a dentina (RU)

A resisténcia de unido a dentina da obturagao foi testada empregando-se o

ensaio de micropush-out.

Os 2 mm apicais e cervicais do canal radicular de cada raiz obturada foram
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seccionados transversalmente em uma maquina de corte (Isomet 1000 Precision
Saw Buehler) com disco diamantado de 0,4 mm de espessura, sob constante
refrigeracao, e essas fatias descartadas. Apos isso, foram obtidas 4 fatias de 1,5
mm de cada raiz. Aquelas que nao apresentaram o canal uniformemente circular
foram descartadas a fim de se tentar padronizar a distribuicdo de tensbes entre os

corpos-de-prova.

As espessuras das fatias foram medidas com um paquimetro digital com

resolu¢ao de 0,01 mm (Mitutoyo MTI Corporation, Tokio, Japao).

Foram capturadas imagens digitais de ambos os lados das fatias em
camera digital (Q-Color 5, Olympus) acoplada a lupa estereomicroscopica (SZ617,
Olympus America Inc., PA, EUA), sob aumento de 40 vezes. Para a mensuragao
dos didmetros apical e cervical utilizamos o software Image J (National Institute of
Health, Maryland, EUA http:/rsb.info.nih.gov/ij/). Essas medidas sao importantes,
pois com valor da carga em Kgf registrado apds os ensaios, foi feito o calculo da
resisténcia de unido de acordo com a seguinte féormula: RU=F/A, pela qual a
resisténcia de unido foi calculada transformando-se a carga no momento da
extrusao (N), e dividindo-a pela area adesiva (mm?). A area adesiva foi encontrada

pela férmula da area do tronco de cone, conforme segue:

d=mR+r)Jhit+(k-r)

Onde:

A corresponde a area de superficie do espécime;
nt € a constante 3,1416;

R é o raio maior do cone;

r € o raio menor do cone;

h é a espessura da fatia.

A superficie cervical de cada corpo-de-prova foi posicionada no suporte
acoplado a base da maquina de ensaio universal (Kratos Dinamodmetros, Embu,
SP, Brasil). Dessa forma, o lado apical ficou voltado para um pino cilindrico de ago

inoxidavel fixado a célula de carga. O didametro do pino foi selecionado de modo a
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ser 0,2 mm menor do que o diametro apical da fatia, a fim de se evitar que o
mesmo tocasse nas paredes dentinarias durante o ensaio. O teste foi realizado a
uma velocidade de 0,5 mm/minuto até a completa extrusdo da obturacéo,

registrada pela queda abrupta no valor da carga aplicada.

4.2.8 Analise do tipo de fratura

Apds o ensaio, as fatias foram clivadas longitudinalmente, no sentido
vestibulo-lingual e os segmentos radiculares examinados em MEV (Tabletop
Microscope TM3030, Hitachi, Tokyo, Japan) sem recobrimento, sob aumento de
80 vezes. Para estimar o percentual de substrato livre a area de interface foi
dividida em oito segmentos. Esse tipo de classificagdo, sugerida por Fowler et al.
(1999) determina como adesiva quando ha mais de 75% de substrato livre,
coesiva quando ha menos de 25% e mista quando ha entre 25% a 75% de
substrato livre. A interface de espécimes representativos de cada grupo foram
observadas usando um SEM (LEO 440 Electron Microscopy Ltd, Cambridge, UK).

4.2.9 Forma de analise dos resultados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia de dois fatores e teste
de Tukey para contraste de médias (a=0,05) com auxilio do software SigmaPIlot
12.5 (Systat Software Inc, San Jose, CA).

Neste ensaio, a unidade amostral foi definida como sendo cada uma das
raizes utilizadas. Portanto, foi calculada a média aritmética dos valores de

resisténcia dos corpos-de-prova provenientes de um mesmo dente.
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4.3 Experimento 2:

4.3.1 Efeito do compdsito e do vidro niobofosfato bioativo na formacido de

biofilmes microbianos

4.3.2 Preparo dos discos

Discos de guta-percha impregnados com vidro niobofosfato (GNB), discos
de guta-percha impregnadas com bioceramica (GBC) (EndoSequence BC gutta-
percha Brasseler EUA, Savannah, GA, EUA), vidro niobofosfato puro (VNB),
discos de guta-percha Obtura (OBT) (Obtura pellets, Shoreline, CT, USA) e discos
de guta-percha Protaper (PTP) (Protaper Universal Gutta-Percha Points, Maillefer,
Dentsply) foram obtidos nas dimensbdes 9,7 mm de didmetro por 1,5 mm
espessura. Discos de hidroxiapatita (HA) nas mesmas dimensdes (Clarkson
Chromatography Products, Williamsport, PA) representaram o grupo controle

positivo pois propicia o crescimento do biofilme (Guerreiro-Tanomaru et al., 2013).

Discos de vidro niobofosfato (VNb) foram criados usando um molde
cilindrico de ago inoxidavel bipartido com 9,7 mm de didmetro. Nesse processo o
liquido foi vertido no molde pré-aquecido a 440°C e este conjunto foi colocado em
forno elétrico na mesma temperatura, permanecendo por 10min. Apods este
periodo, o vidro foi sacado do molde e aquecido a 620°C, por 4h. O vidro foi entdo
resfriado a temperatura ambiente seguindo a propria inércia do forno, concluindo a
etapa de recozimento necessaria para eliminagcao das tensdes termomecanicas

causadas pelo processo de fabricacao.

O cilindro de vidro entdo foi cortado com 1,5 mm espessura, em maquina

de corte Isomet e polidos em Politriz com lixas 400 e 120.

Guta-percha (GBC, GNB, OBT e PTP) foram termoplastificadas com Obtura
I Max System (Model 823-700; Obtura Spartan, Fenton, MO) e o material

aquecido foi colocado numa matriz plastica medindo 9,7mm/1.5 mm sendo
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realizada compressao com 2 placas de vidro sobre pressao constante e controlada
de 0.5 N por 1 minuto. Os discos foram mantidos em temperatura ambiente (25°C)
for 24 horas (Guerreiro-Tanomaru et al.,, 2013). Todos os discos foram
descontaminados por luz ultravioleta em camara de fluxo laminar por 30 minutos

cada lado.

4.3.3 Formacéao do biofilme

Placa subgengival foi coletada de um adulto voluntario saudavel com
denticdo natural, sem caries ativas ou periopatologias e sem ter feito uso de
antibidticos nos ultimos 3 meses. O doador ndo escovou os dentes por 24 horas e

nao fez ingestdo de comida/bebida durante 2 h antes da doagao de placa.

A placa foi suspensa em BHI (brain-heart infusion broth; Becton Dickinson,
Sparks, MD). Os discos (5 discos de cada grupo para cada tempo experimental)
foram incubados em placas com 24 pogos sob condicbes de anaerobiose
(AnaeroGen, OXOID, Hampshire, UK) a 37°C. Cada pog¢o continha 1.8 mL de
meio BHI estéril e 0.2 mL do indculo onde os discos foram imersos. A densidade
celular foi de 7.5x 10’ CFU/mL. As placas de cultura foram mantidas em estufa a
37°C pelos peridos de 3, 14 e 30 dias. Foi realizada troca de meio BHI uma vez
por semana sem adi¢cao de qualquer microorganismo. De acordo com cada tempo
experimental, o biofime formado sobre os discos foram observados em

microscopia confocal a laser.

Para isso, a placa de biofilme nos discos foi suavemente lavada trés vezes
com solugdo salina de tampéao fosfato (PBS), e em seguida corada utilizando o kit
de viabilidade bacteriana BacLight LIVE/DEAD KIT L7012 para analise quantitativa
e microscoépica (Molecular Probes, Eugene, OR). Bactérias vivas foram coradas
com SYTO 9 para produzir uma fluorescéncia verde, e bactérias com membranas
comprometidas coradas com iodeto de propidio para produzir uma fluorescéncia
vermelha. Os discos foram examinados usando microscépio confocal (Nikon

Eclipse C1; Nikon Canada, Mississauga, Ontario, Canadd) com uma lente de 10
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aumentos. As imagens de 512X 512 pixels foram capturados usando a verséo

FluoView 4.3 software (Olympus, Melville, NY).

Quatro areas aleatérias (0,3mmx0,3mm) de cada espécime foram
observadas (n=5), totalizando 20 avaliacbes por grupo. A profundidade do
scaneamento para todas as amostras foi de 20 pm (0.5um step size, 40
slices/scan) para padronizar a area e volume do biofilme scaneado. As imagens
foram analisadas e reconstruidas em 3D utilizando o software Imaris 7.2 (Bitplane
Inc, St Paul, MN). Foram analisados o biovolume total (volume de fluorescéncia
vermelha somado ao volume de fluorescéncia verde em mm?), o biovolume de
bacterias viaveis (volume de fluorescéncia verde em mm?®), e a porcentagem de

bactérias viaveis (%) utilizando o o software Imaris 7.2 (Du et al., 2013).

4.3.4 Forma de analise dos resultados

As diferengas entre os grupos foram avaliadas usando ANOVA de dois
fatores e teste de Tukey para contraste de médias (=0,05) usando o software
SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc, San Jose, CA).

4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A estrutura do biofilme apds 30 dias no grupo controle (HA) foi visualizada

em MEV para fins ilustrativos.

As amostras foram lavadas em solucdo salina e fixadas a temperatura
ambiente em glutaraldeido a 2%, pos-fixados em ésmio, desidratadas em série
ascentente de etanol e secados usando o método do ponto critico em um
dispositivo de 030 CPD (BALTEC, Balzers, Liechtenstein). Os espécimes foram
alocados em stubs e recobertos com Iridio para observacdo em MEV (Hitachi
S4700).
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4.3.6 Liberacao de ions

Discos de 500 mg de cada dos materiais ja4 descritos anteriormente
foram incubados a 37°C em frascos individuais contendo 5 ml de agua deionizada
(pH 6,9).

A liberagao dos elementos Ca, P, Zn, Na, Si e Nb dos materiais usados
neste estudo foi realizada através da Espectrometria de Emissao Atémica por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES PerkinElmer Optima 7300 DV) nos

tempos experimentais de 3, 14 e 30 dias.

As condi¢gdes de uso foram determinadas segundo as instru¢des do

fabricante para cada ion.

O experimento descrito foi realizado em ftriplicatas. As diferengas entre
0s grupos para cada ion foi avaliada usando ANOVA de dois fatores e teste de
Tukey para contraste de médias (0=0,05) usando o software SigmaPlot 12.5

(Systat Software Inc, San Jose, CA).

4.3.7 Inducéo de pH

Discos de 500 mg de cada dos materiais descritos anteriormente foram
incubados a 37°C em frascos individuais contendo 5 ml de PBS, pH 7,4 (Gibco,
Invitrogen, Billings, MT, EUA).

Para as medigdes de pH, um eletrodo de pH calibrado (Seven Easy; Mettler
Toledo, Greifensee, Suiga) foi usado em PBS apds os tempos experimentais de 1,
3,7, 14, 21 e 30 dias. O experimento descrito foi realizado em triplicatas. As
diferencas entre os grupos para cada tempo experimental foi avaliada usando
ANOVA de um fator («=0,05) usando o software SigmaPlot 12.5 (Systat Software
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Inc, San Jose, CA).

4.3.8 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX)

Analise de EDX (EDX -720, Shimadzu, Téquio, Japao) foi realizado para
verificar a composicdo da superficie dos materiais usados neste experimento.
Primeiramente, uma camera CCD foi utilizado para selecionar uma area de 10 mm

de didmetro de cada material.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao do vidro niobofosfato

As anadlises de EDX mostraram um resultado quantitativo da composi¢ao do
vidro (Tabela 5.1) e detectada a presenga de Nb, P, Ca e Na. Também foram
detectadas pequenas quantidades de Al,O3 e vestigios de SrO. A distribuicdo do
tamanho das particulas mostrou grande numero de particulas com um tamanho

menor do que 10 um (Figura 5.1).

Figura 5.1 - Distribuigdo granulométrica do pé de vidro niobofosfato
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5.1.2 Caracterizagao do vidro niobofosfato associado a guta-percha

As andlises de EDX revelaram a composicdo dos cones de guta-percha
utilizados neste estudo (Tabela 5.1). A analise MEV/EDS na superficie e no
interior da guta-percha Protaper mostrou uma composi¢ao homogénea em toda as
amostras (Figura 5.2D). Para Endosequence BC guta-percha, Ca foi detectado
apenas na superficie, indicando apenas um revestimento de particulas de
bioceramica. (Figura 5.2 E, GS, GB). Particulas de vidro foram detectados (com
base na detecgéo de nidbio) tanto na superficie e no interior da GNB (Figura 5.2 F,
SH, HB).

5.2 Resisténcia de unido a dentina

Grupos AH Plus e GNB mostraram resisténcia de unidao de 2,83 + 0,64 MPa
e 2,68 = 0,84 MPa, respectivamente, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa entre eles (p > 0,05). Grupo GBC teve a menor média de resisténcia
de uniao (1,34 £ 0,42 MPa), com diferenga estatistica significante comparada aos
demais grupos (p < 0,05). Falhas coesivas prevaleceram no grupo AH Plus,
enquanto que falhas mistas e adesivas prevaleceram nos grupos GBC e GNB
(Tabela 5.1). Um espécime do grupo GBC foi perdido durante os procedimentos
de corte da raiz. Os valores de resisténcia de unido obtidos no experimento 1

estao expressos na tabela 5.1.



Tabela 5.1 - Analise EDX dos diferentes tipos de guta-percha usados neste estudo e do vidro
isoladamente em porcentagem em peso dos elementos constitutivos. Médias e

desvio padrdo dos valores de

resisténcia de unido

(MPa)

experimentais testados e classificagdo do modo de fratura (%)

grupos
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Modo de Fratura (%)

Grupos

EDX

M-pushout
(MPa)

Adesiva

Coesiva

Mista

Ah Plus +
guta-percha

ZnO 90,6%, BaO 6,0%,
S0O;3 3,1%, SrO 0,08%, NiO
0,06%

2,83(0,64)*

3,13

78,12

18,75

GBC

ZnO 30,3%, ZrO, 34,4%,
BaO 17,7%, SO; 6,5%,
TiO, 4,7%, MgO 3,0%,
SiO; 2,1%, HfO,0,6%, CaO
0,3%, SrO 0,13%, Y203
0,04%, Fe;05 0,04%

1,32(0,42)®

30,4

19,9

49,7

GNB

ZnO 35,1%, BaO 32,9%,
SO; 152%, Na,O 13,2,
P>Os 1,4 %, Nbo,Os 1,1%,
CaO 0,6%, Fe,O3 0,3%,
Cr203 0,2 %

2,68(0,84)"

41,73

5,52

52,75

Vidro NB

Nb,Os 41,8%, P>Os 32,5%,
CaO 18,8%, AlL,O; 2,7%,
Na,O 1,2%, SrO 0,04%

Letras diferentes indicam a presenca de diferenca estatisticamente significante (p <0,05).
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Figura 5.2 - A-C Micrografia da superficie dentinaria apds o teste micropush-out: Barra = 10y - A:
Ah Plus cobrindo parcialmente os tubulos dentinarios; B: GBC cobrindo parcialmente
a dentina e entrando em alguns tubulos dentinarios; C: dentina completamente
coberto com GNB e presenca de um precipitado. D-F - Micrografia das superficies de
guta-percha D: Protaper mostrou uma superficie sem particulas. E: Em GBC nota-se a
presenga de particulas de varios tamanhos e formato irregulares. F: GNB. revelou a
presenga de particulas menores quando comparadas a GBC. G-H Micrografias de
GBC (L) e GNB (H) e os espectros de EDS correspondente na superficie (S) e no
interior (B) dos materiais. GB-GS: Ca foi detectado apenas na superficie (GS),
indicando que havia apenas uma camada de particulas de bioceramica no GBC. HB-
SH: foram detectadas particulas de vidro tanto na superficie quanto no interior da
GNB
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5.3 Efeito do compésito e do vidro niobofosfato bioativo na formagao de

biofilmes microbianos

Analise dos substratos revelaram que a adesio bacteriana com formacao
de biofilme ocorreu em todos os grupos e em todos os periodos analisados. A
figura 5.3 representa as imagens obtidas a partir dos biofilmes sobre diferentes
substratos durante os periodos de indugdo apds analises e reconstrugao em 3D

utilizando o software Imaris 7.2 (Bitplane Inc, St Paul, MN).

As médias do biovolume total (mm®), biovolume vidvel (mm?®), e
porcentagem de biofilme viavel (%) para cada grupo nos 3 diferentes periodos

foram apresentados nas tabelas 5.2, 5.3 e 5.4, respectivamente.

Apds 3 dias de incubacao, o maior biovolume total para o periodo de 3 dias
foi observado no grupo HA, com diferenga significante em comparagdo aos
demais substratos (P < 0,05). Todos os demais grupos ndo apresentaram

diferencga entre si nesse periodo.

Aos 14 dias de incubagao, o grupo OBT obteve o menor biovolume total, no
entanto, ndo mostrou diferenga significante em comparagado aos grupos GNB e
GBC (P > 0,05). Todos os grupos, com exceg¢ao do OBT, ndo mostraram diferenca

em relagao a HA.

Apds 30 dias de incubagdo a hidroxiapatita (HA) apresentou o maior
biovolume total com diferenca significante (P < 0,05) em relagdo aos demais
grupos. Os grupos GBC e GNB e VNB apresentaram os menores valores de
biovolume total em 30 dias. Todos os substratos mostraram diferenca estatistica

entre os periodos de incubagéao (P < 0,05).

Quando apenas as células viaveis (biovolume viavel) foram consideradas, a
amostras de hidroxiapatita mostraram os maiores valores em todos os periodos
testados (P < 0,05). Os demais grupos nao apresentaram diferengas no periodo
de 3 dias, no entanto, aos 14 dias o grupo PTP apresentou biovolume viavel
intermediario, com diferenga significante em relagdo aos demais grupos, seguido

pelos menores valores de biovolume viavel para os demais grupos. Aos 30 dias,
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0s maiores valores de biovolume viavel em ordem decrescente foram: HA; PTP e
OBT; GBC e VNB e finalmente GNB.

Com relacdo ao percentual de biofilme viavel o material experimental GNB
apresentou os menores valores para 3 e 30 dias enquanto o VNB apresentou o
menor valor para 14 dias com diferenga estatisticamente significante em relagao
aos demais grupos (P < 0,05). A HA apresentou os maiores percentuais de

biofilme viavel para todos os tempos experimentais avaliados (P < 0,05).



Tabela 5.2 - Maior, menor e média dos valores de biovolume total (um3) em 3, 14 e 30 dias

3 dias

Menor

Maior

Média

14 dias

Menor

Maior

Média

30 dias

Menor

Maior

Média

HA

6.6 x 10°
1.3 x 10’

9.8 x 10°Ac

6.6 x 10°
2.2 %10’

1.2 x 10’Ab

9.1 x 10°
1.8 x 107

1.5 x 10’Aa

PTP

4.6 x 10°
1.0 x 10’

7.5 x 10°Bb

7.1 x 10°
1.6 x 10’

1.0 x 10’Aa

6.3 x 10°
1.6 x 10’

1.1 x 10’Ba

OBT

6.2 x 10°
1.3 x 107

7.4 x 10°Bb

7.2 x 10°
1.1 x 10’

8.8 x 10°Bb

6.3 x 10°
1.6 x 10’

1.0 x 10'Ba

GBC

4.5 x 10°
1.1 x 10’

7.8 x 10°Bb

3.7 x 10°
1.9 x 10’

1.0 x 10’ABa

3.8 x 10°
1.2 x 10’

8.4 x 10°Cb

GNB

2.4 x 10°
9.4 x 10°

6.7 x 10°Bb

6.5 x 10°
1.8 x 10’

1.0 x 10’ABa

4.3 x 10°
9.4 x 10°

7.2 x 10°Cb

VNB

3.4 x 10°
1.1 x 10’

6.9 x 10°Bc

5.8 x 10°
1.9 x 10’

1.1 x 10’Aa

6.8 x 10°
1.1 x 10’

9.0 x 10°BCb

Diferentes letras maiusculas indicam diferenga estatisticamente significante (P <0,05) na mesma linha. Diferentes letras minusculas indicam diferenca
estatisticamente significante (P <0,05) na mesma coluna.

LG



Tabela 5.3 - Menor

, maior e média dos valores de biovolume viavel (um3) em 3, 14 e 30 dias

HA PTP OBT GBC GNB VNB

3 dias

Menor 6.4 x 10° 4.1 x10° 6.0 x 10° 4.0 x 10° 1.3 x 10° 2.8 x 10°
Maior 1.3 x 107 8.9 x 10° 9.6 x 10° 9.0 x 10° 7.0 x 10° 7.7 x 10°
Média 9.6 x 10°Ac 6.5 x 10°Bb 6.6 x 10°Bb 5.9 x 10°B 4.8 x 10°Ba 5.2 x 10°Bb
14 dias

Menor 6.3 x 10° 6.3 x 10° 5.7 x 10° 2.7 x 10° 4.1 x10° 3.2 x 10°
Maior 2.2 x 107 1.4 x 10’ 9.5 x 10° 1.2 x 10’ 9.7 x 10° 1.1 x 10’
Média 1.2 x 10’Ab 9.2 x 10°Ba 7.5 x 10°Cb 6.6 x 10°C 6.1 x 10°Ca 6.4 x 10°Cb
30 dias

Menor 8.9 x 10° 5.7 x 10° 5.5 x 10° 3.2 x 10° 3.2 x 10° 4.4 x10°
Maior 1.8 x 107 1.3 x 10’ 1.4 x 10’ 1.0 x 10’ 7.1 x 10° 9.0 x 10°
Média 1.4 x 10’Aa 9.5 x 10°Ba 9.2 x 10'Ba 7.0 x 10°C 5.0 x 10°Da 7.0 x 10°Ca

Diferentes letras maiusculas indicam diferenga estatisticamente significante (P <0,05) na mesma linha. Diferentes letras mindsculas indicam diferenga
estatisticamente significante (P <0,05) na mesma coluna.

Zs



Tabela 5.4 - Menor

, maior e média dos valores de porcentagem (%) de biofilme viavel em 3, 14 e 30 dias

HA PTP OBT GBC GNB VNB
3 dias
Menor 97 83 82 64 42 64
Maior 99 94 97 90 92 89
Média 98A 88Ba 89B 76Cb 72Da 76Ca
14 dias
Menor 95 84 75 48 50 46
Maior 100 97 95 79 81 66
Média 97A 90Ba 85C 65Dc 60Eb 56Fb
30 dias
Menor 96 73 79 71 60 65
Maior 100 85 92 91 86 87
Média 98A 81Cb 88B 81Ca 70Da 77Ca

Diferentes letras maiusculas indicam diferenga estatisticamente significante (P <0,05) na mesma linha.

estatisticamente significante (P <0,05) na mesma coluna.

Diferentes letras minuUsculas indicam diferencga



3 dias

14 dias

30 dias

PTP GBC GNB VNB

HA OBT

Figura 5.3 - Biofilme formado nos diferentes substratos de guta-percha, hidroxiapatita, e vidro niobofosfato em 3, 14 e 30 dias.

28]
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5.4 Indugao de pH

O material experimental GNB apresentou o maior valor de pH apdés 30 dias de

imersdao em PBS, seguido pelo HA e GBC. O vidro niobofosfato ndo apresentou

mudanga significativa no pH da solucdo de PBS para nenhum dos tempos

experimentais testados (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 - Valores de pHs encontrados nos diferentes tempos experimentais

Grupos 1dia 3dias 7dias 14dias 21dias 30dias

PBS 7.40° 7.41° 7.41° 7.42° 7.42° 7.42
HA 8.00° 8.56° 8.70° 8.45° 8.40° 8.38°
PTP 7.36° 7.29° 7.35° 7.47° 7.45° 7.60°
OBT 7.40° 7.47° 7.61° 7.74° 7.82° 7.93¢°
GBC  745° 7.62° 7.71°¢ 7.87°¢ 7.95° 8.06°
GNB  7.40° 7.61° 7.98° 8.26° 8.35° 8.45°
VNB 7.41° 7.36¢ 7.37° 7.36' 7.31° 7.41"

Valores numéricos seguidos por letras diferentes indicam presencga de diferengas estatisticamente
significantes de acordo com o teste ANOVA (p<0,05) na comparagao entre os materiais no mesmo
tempo experimental.

5.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para visualizar a morfologia
geral e estrutural do biofilme formado sobre os discos. Imagens representativas do
desenvolvimento do biofilme, durante o periodo de 30 dias em disco HA esta

ilustrado na figura 5.4.
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Figura 5.4 - As imagens demonstraram depdésitos globulares e amorfos formadas na superficie dos
discos de HA apés 30 dias de incubacgao. O biofilme é composto predominantemente de
espécies cocos agrupados em cadeia disperso na matriz extracelular. As imagens
também mostraram espécies filamentosas e bastonete

5.6 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX)

As analises de EDX mostraram um resultado quantitativo da composi¢cao dos
materiais usados nesse experimento (Tabela 5.6). Os materiais PTP e OBT
apresentaram maiores quantidade de ZnO, com mais de 70% desse O0xido em sua
composicdo. Os materiais GBC e GNB apresentaram em torno de 30% de ZnO, mas
diferem bastante em relagdo aos demais constituintes. GNB apresenta 2% de Nb,Os

enquanto o GBC apresentou 2,1% de SiO..
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Tabela 5.6 - Analise EDX dos diferentes tipos de guta-percha usados neste estudo e do vidro
isoladamente em porcentagem em peso dos elementos constitutivos

EDX

PTP Zn0 90,6; BaO 6,0; SO3 3,4

Zn0O 73,82; BaO 20,68; SO32,24; Si0,2,1; P,0O50,85; Fe,03 0,14; SrO 0,1;
OBT NiO 0,05

Zn0O 30,4; ZrO, 34,4; BaO 17,8; SO; 6,5; TiO, 4,7; MgO 3,0; SiO, 2,1;
GBC HfO,0,6; CaO 0,5

Zn0O 36; BaO 33; SO; 15,2; Na,O 11,3; Nb,Os 2; P,O5 1,5; CaO 0,7; Fe,Os3
GNB 0,3
VNB Nb,Os 41,8; P,O5 32,5; CaO 18,8; Al,O3 2,7; Na,O 1,2; SrO 0,04
HA Ca0 55,4; P,Os 44,6

5.7 Analise da Liberagao de ions

O material GBC apresentou significativamente a maior liberagdo de calcio em
relacdo aos demais grupos no periodo de 3 dias (p<0,05), no entanto, para os
periodos de 14 e 30 dias, ndo mostrou diferengas significantes em relagédo ao grupo
GNB. A tabela 5.7 descreve a quantidade de Ca liberado em diferentes tempos

experimentais para todos os grupos analisados nesse estudo.

Com relagado ao elemento sédio, a HA apresentou significativamente a maior
liberacdo comparada aos demais grupos em todos os periodos avaliados (p<0,05),
com excegao apenas ao grupo GNB, que apresentou liberagdo semelhante a HA
apenas no periodo de 14 dias. O material experimental apresentou o segundo maior
valor de liberacdo de sédio no periodo de 30 dias. A Tabela 5.8 descreve a
quantidade de Na liberado em diferentes tempos experimentais para todos os grupos

analisados.
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Com relagéo ao elemento fésforo, a HA apresentou significativamente a maior
liberagdo comparada aos demais grupos em todos os periodos avaliados (p<0,05),
seguido pelo grupo VNB que apresentou o segundo maior valor de liberagao de
fésforo no periodo de 30 dias. A tabela 5.9 descreve a quantidade de P liberado em

diferentes tempos experimentais para todos os grupos analisados nesse estudo.

O material GNB apresentou significativamente a maior liberagdo de zinco em
relagdo aos demais grupos em todos os periodos testados (p<0,05), como pode ser

observado na tabela 5.10.

O material GBC apresentou significativamente a maior liberagcdo de Si em
relagdo aos demais grupos nos tempos experimentais de 14 e 30 dias (p<0,05),

como pode ser observado na tabela 5.11.

A liberacédo de Nb s6 foi observado no grupo VNB no periodo de 14 e 30 dias,

mas nao pode ser quantificada devido a limitacdes do equipamento.

Tabela 5.7 — Liberagao de calcio (mg/L) observada em diferentes periodos

3 dias 14 dias 30 dias

PTP 0.138 0.078 0.29°
OBT 0.278 0.18° 0.18°
GBC 12.32% 946" 9.174
GNB 1.29 8 4.748 4648
VNB 0.558 1.37 8 3.128
HA 0.98° 0.78 0.728

Valores numéricos seguidos por letras diferentes indicam presenca de diferengas
estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA (p<0,05) na comparagao entre
0s materiais no mesmo tempo experimental.
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Tabela 5.8 — Liberagao de sédio (mg/L) observada em diferentes periodos

3 dias 14 dias 30 dias
PTP 1.898 0.88 1.21¢
OBT 0.06"® 0.65°% 0.66°
GBC 0.978 4.85"8 5.47¢
GNB 3.328 9.294 14,578
VNB 0.16° 1.458 1.44°
HA 48.13* 8.59% 90.66"

Valores numéricos seguidos por letras diferentes indicam presenga de diferengas
estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA (p<0,05) na comparagao entre
0s materiais no mesmo tempo experimental.

Tabela 5.9 — Liberagao de fésforo (mg/L) observada em diferentes periodos

3 dias 14 dias 30 dias
PTP 0.138 0.08"8 0.49°¢
OBT 0.048 0.03% 0.05°¢
GBC 0.018 0.26° 0.28°
GNB 0.07® 0.28 0.16°
VNB 0.58° 1.758 5.188
HA 8.524 7.59% 38.94%

Valores numéricos seguidos por letras diferentes indicam presenga de diferengas
estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA (p<0,05) na comparagao entre
0s materiais no mesmo tempo experimental.
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Tabela 5.10 — Liberagao de zinco (mg/L) observada em diferentes periodos

3 dias 14 dias 30 dias

PTP 2.738 3.208 4.108
OBT 4.018 6.45° 4.298
GBC 0.398 0.14B 0.228

GNB 51.29° 152 57 212.1A
VNB 0.798 0.758 0.08
HA 0.018 0.028 0.08

Valores numéricos seguidos por letras diferentes indicam presenga de diferengas
estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA (p<0,05) na comparagao entre
0s materiais no mesmo tempo experimental.

Tabela 5.11 — Liberagao de silica (mg/L) observada em diferentes periodos

3 dias 14 dias 30 dias

PTP 0.14 0.09° 0.038
OBT 0" 0® 0®
GBC 0.42% 3.33% 4.22%
GNB o* 0.138 0.048
VNB o* 08 0®
HA 0.6% 1.2"8 0.58°

Valores numéricos seguidos por letras diferentes indicam presenca de diferengas
estatisticamente significantes de acordo com o teste ANOVA (p<0,05) na comparagao entre
0s materiais no mesmo tempo experimental.
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6 DISCUSSAO

6.1 Experimento 1

O presente estudo mostrou que o compdsito experimental GNB desenvolvido
€ auto-adesivo a superficie dentinaria quando utilizado em condicdées umidas. Com
base nos dados atuais, a guta-percha experimental utilizada sem cimento
apresentou um desempenho semelhante ao grupo que combinou cimento e guta-
percha convencional. Considerando que o grupo Ah Plus apresentou resisténcia de
unido de 2,83 Mpa e o grupo GNB 2,68 MPa e nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os dois (p > 0,05), podemos hipotetizar que o material
experimental apresenta uma capacidade auto-adesiva originada a partir do potencial

de bioatividade do vidro niobofosfato adicionado a guta-precha.

Dados reportados anteriormente relacionados a outro material experimental
(Bio-Gutta), onde foi adicionado biovidro 45S5 a guta-percha, apresentaram
resultados semelhantes de resisténcia de unido (2,3 MPa) avaliados também por
Mpush-out apds 30 dias de armazenamento em tampao de fosfato (Marending et al.,
2013). O mecanismo de ag¢ao que possibilita a aderéncia a dentina do material Bio-

Gutta e do GNB, no entanto, ainda € questionavel e necessita de mais estudos.

Diferentemente desses materiais com particulas bioativas adicionadas, a
guta-percha GBC nao demonstrou a mesma capacidade de auto-adesao apesar de
também possuir em sua composigao particulas de bioceramica. O grupo GBC teve a
menor média de resisténcia de unido (1,34 MPa) apresentando diferenca
estatisticamente significativa entre os outros grupos. A andlise SEM-EDS da
Endosequence BC guta-percha mostrou composi¢des diferentes no interior e na
superficie, indicando que houve apenas um revestimento ou um jateamento de
particulas de bioceramica sobre a superficie do material em questdo. Para a guta-
percha GNB foi encontrado particulas de vidro tanto no interior quanto na superficie.
Neste caso, o pd de vidro foi misturado ao pé de guta-percha. Estas diferengas na
composi¢cao e caracterizacdo do material podem explicar a resisténcia de uniao

superior obtida com a guta-percha experimental GNB quando comparada com a
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guta-percha GBC. Durante a obturagédo termoplastica, talvez as particulas de vidro
do material experimental foram mais uniformemente distribuidas ao longo da dentina
pois as particulas de vidro bioativos estdo incorporados em todo material. No
entanto, é improvavel que isso acontega no grupo GBC depois da termoplastificagéo
pois a proporgao de particulas disponiveis somente na superficie do material pode

ter sido insuficiente para promover a bioatividade na interface dentina/ obturacao.

A bioatividade ocorre quando vidros bioativos interagem com osso ou dentina,
formando uma camada rica em fosfato de calcio que promove uma unido quimica a
esses tecidos duros (Hench; Wilson, 1984; Filgueiras et al., 1993). Inicialmente, a
superficie do vidro reage com SBF e forma uma camada de hidroxiapatita
responsavel pelas interagées dentro dos tecidos duros e moles (Kokubo et al., 1990,
Kokubo; Takadama, 2006). A silica (Si) tem um papel importante, onde
primeiramente os biovidros perdem ions sodio e calcio por troca com ions H;O" da
solucdo. Essa lixiviagcao promove um aumento local do pH, ocasionando a quebra
dos grupos Si-O-Si da superficie e liberando silica soluvel para a solugdo. A
dissolucdo culmina na formacdo de uma camada rica de silica hidratada pela
condensagao dos grupos silandis. A seguir, ocorre a incorporagao de PO, e Ca?*"
provenientes da migragcado desses grupos para a superficie do vidro bioativo e da
solucao para a formacado da camada de fosfato de calcio. Esta camada, inicialmente
nao cristalina, evolui gradualmente para uma camada policristalina pela
incorporagao adicional de anions carbonato da solugdo e cristaliza-se em
hidroxiapatita carbonatada (HCA) como fase principal (Hench, 1991; Hench; Wilson,
1999).

A guta-percha experimental apresentada nesse estudo ndo contém Si na sua
composi¢cao, como pode ser observado na analise EDX (Tabela 5.1). Portanto, o
niébio (Nb), assume um papel decisivo na bioatividade. Em SBF, os grupos
funcionais de Nb-OH adquirirem uma carga negativa, e induzem a formagado de

apatita com a deposi¢cédo de um composto de célcio amorfo (Kokubo et al., 2003).

O vidro niobofosfato apresenta bioatividade e biocompatibilidade in vivo
(Carbonari, 2003; Zerlim, 2008), além disso, o pentoxido de nidbio, que esta
presente neste tipo de vidro € capaz de promover um crescimento cristalino e a

mineralizagao dos tecidos circundantes (Karlinsey et al., 2006). Ao contrario da Si, o
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Nb participa ativamente na reacdo osseointegracdo devido a sua elevada
biocompatibilidade (Velten et al., 2004). Vidros niobofosfato aumentam
significativamente a atividade de fosfatase alcalina, que € diretamente proporcional a
concentragdo de ions Nb dissolvidos (Tamai et al., 2007). A incorporagdo de
pentoxido de Nb (Nb,Os) pode também aumentar a radiopacidade e dureza de
materiais adesivos experimentais (Leitune et al., 2013ab). Além disso, os outros
constituintes do vidro, tais como CaO, P,Os e Na também contribuem para a
deposicdo de hidroxiapatita (Kokubo et al., 2003, Oh et al., 2005) e,

consequentemente na bioatividade do vidro (Lin et al., 2005).

E possivel que a maior durabilidade quimica do vidro niobofosfato (Carbonari,
2003) possa estar relacionada com uma menor incidéncia de falhas coesivas no
grupo GNB (5,52 %) uma vez que uma menor solubilidade e liberagao de particulas
de vidro mais lenta pode garantir uma maior resisténcia intrinseca ao material,
atuando inclusive como um agente de preenchimento, semelhante ao que ocorre

nas resinas compostas.

A bioatividade é geralmente testada utilizando uma solugdo de SBF (Kokubo
et al., 1990). No presente estudo, o uso da SBF simulou as condi¢gdes de umidade
de dentina. Enquanto para alguns cimentos convencionais um ambiente com
excesso de umidade parece ser um problema (Roggendorf et al., 2007; Zmener et
al., 2008; Nagas et al., 2012), deixar o canal radicular umido antes de obtura-lo com

materiais bioativos é essencial (Nagas et al., 2012).

No presente estudo, apenas o grupo onde se obturou com Ah Plus e guta-
percha nado recebeu uma irrigagdo final com SBF antes dos procedimentos de
obturagdo. Neste caso, foram seguidas todas as recomendagdes do fabricante
sugeridos para esse cimento e utilizado pontas de papel absorvente (mantendo o
canal radicular com uma umidade considerada normal). Nagas et al. (2012), sugere
que pode ser vantajoso deixar os canais ligeiramentes Umidos antes do
procedimento de obturagdo, no entanto, o grupo AH Plus mostrou resisténcia de
unido semelhante quando o canal radicular foi obturado em condi¢gbes de umidade

normal e condicdo umida.

Alani et al. (2009) inovou e propés um material para obturacdo a base de

policaprolactona e vidro fosfato utilizado em um ambiente umido, sem qualquer uso
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de cimento. Alguns estudos posteriores tém mostrado bons resultados com a adigéo
de diferentes tipos de vidros bioativos em uma matriz de poliisopreno (Mohn et al.,
2010ab; Marending et al., 2013) no entanto, nenhum usou um vidro niobofosfato
bioativo, que parece ser uma promissora opcao de biomaterial para adicionar em

materiais endodbénticos na busca de um verdadeiro monobloco.

6.2 Experimento 2

O objetivo deste experimento foi analisar a influéncia de diferentes tipos de
guta-percha e vidro niobofosfato bioativo na formagao de biofilmes microbianos de
placa dentaria humana e investigar seus possiveis efeitos antimicrobianos através

da analise de liberagao de ions e pH.

O insucesso no tratamento endoddntico pode ser causada por inumeros
fatores, entre eles estdo as infecgdes secundarias, que ocorrem apos a penetragao
de bactérias orais para o sistema de canais radiculares, durante o tratamento, entre

sessodes, ou apods a conclusao do tratamento endoddntico (Siqueira, 2003).

A infiltracdo de bactérias orais podem ocorrer apés uma quebra da cadeia
asséptica durante o tratamento, apds selamento de restauragdes temporarias ou
entre sessdes, ou depois da restauracao definitiva, por fratura ou uma inadequada

adeséo (Siqueira et al., 2000).

Os microorganismos invasores podem, nesses casos, encontrar uma
variedade de condi¢des, que podem favorecer seu estabelecimento como biofilme
ou constituir um biofilme ja existente (Chavez de Paz, 2007). A formacao de biofilme
€ iniciada por deposicao das bactérias sobre uma superficie. Durante a fase inicial
de formacao do biofilme, as propriedades de aderéncia das células bacterianas irao
desempenhar um papel essencial para uma ligagcado irreversivel a superficie
dentinaria (Lau et al., 2009).

A adeséo inicial é influenciada por diversos fatores, e uma mudanca na

superficie dentinaria promovido pelas constantes liberagdes idnicas (sddio, calcio e
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fosfato) do biovidro e também sua conhecida deposi¢cao de hidroxiapatita sobre a
superficie dentinaria, podem apresentar um efeito antimicrobiano (Gubler et al.,
2008) ou comprometer a adesao inicial dos microorganismos para formar o biofilme.
Portanto, uma abordagem ldgica, para impedir ou reduzir a formacao de biofilme
secundario em canais radiculares €& tentar impedir essa adesdo inicial com
substancias (Jaramillo et al., 2008) ou compdsitos repelentes que podem alterar a

composi¢cao quimica dos substratos.

De acordo com os resultados desse estudo, com relacdo a variavel
porcentagem de biofilme viavel, o material experimental GNB apresentou os
menores valores para 3 e 30 dias de incubagdo enquanto o VNB apresentou o
menor valor para 14 dias de incubagdo com diferenca estatistica significante em
relagdo aos demais grupos (P < 0,05). Além disso, os grupos GBC, GNB e VNB
apresentaram os menores valores de biovolume total em 30 dias. Quando a variavel
biovolume viavel foi analisada aos 30 dias, o grupo GNB apresentou o menor valor
seguido pelos grupos GBC e VNB sendo que esses ultimos grupos nao mostraram
diferencga estatistica entre si. De um modo geral, o material experimental GNB teve
uma influéncia maior na inibicdo da formacao de biofilmes microbianos em relacao
ao demais grupos. Além disso, todos os substratos com vidros bioativos em sua
composi¢ao tiveram uma maior atividade antimicrobiana, em relagdo aos demais

substratos.

Vidro bioativos sdo materiais que se tornam ativados quando em contato com
fluidos teciduais, induzindo um pH alcalino, semelhante as medicacées a base de
hidréxido de célcio (Gubler et al., 2008). Embora o efeito antimicrobiano dos vidros
bioativos ndo seja totalmente compreendido, ele pode estar relacionado a elevagao
do pH em suspensdes aquosas (Stoor et al., 1998) e também ser potencializado na

presencga de dentina (Zehnder et al., 2004).

O material experimental apresentou o maior valor de pH apds 30 dias de

imersdo em PBS, seguido pela HA e GBC.

Ja o VNB néo apresentou mudancga significativa no pH da solugdo de PBS
para nenhum dos tempos experimentais testados. Nesse grupo foram usados discos
de vidro (nas dimensdes de 9.7 mm de didmetro por 1.5 mm de espessura) que

apresentam maior area de superficie exposta quando comparados com as
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microparticulas do biovidro moido (86um) usados na fabricagdo da guta-percha
experimental. Além disso, os discos de vidro sofreram um processo de recozimento
para evitar a fratura durante os procedimentos de corte. Apesar do pH neutro, o VNB
mostrou certa atividade antimicrobiana. Segundo Waltimo et al. (2007), vidros
bioativos 45S5 nanoparticulados (20 a 60 nm) s&o mais alcalinos que os
microparticulados e, consequentemente, exibem um efeito antimicrobiano mais forte.
Nesse mesmo estudo, o autor conclui que o tamanho nano proporcionou um

aumento em dez vezes na liberagao de silica.

Sabe-se que o efeito do elevado pH promovido pelo hidréxido de calcio causa
alteragcdo na integridade da membrana citoplasmatica bacteriana, provocando
destruicdo celular (Mohammadi; Dummer, 2011). A agdo antimicrobiana dos vidros
bioativos tem sido atribuido a sua capacidade de aumentar o pH em suspensdes
bacterianas. Apesar da GNB apresentar o maior valor de pH neste estudo, este
parece nao ser o mecanismo principal de agao antimicrobiana para os materiais
bioativos. Zehnder et al. (2004) relatam que o p6 do vidro bioativo S53P4 possui
efeito anti-séptico maior do que o observado pelo hidroxido de caélcio, e que
aparentemente, este efeito ndo estaria relacionado apenas ao pH. O autor afirma
que o biovidro estudado parece nao ser um agente bactericida de agao imediata,
mas sim de liberagdo controlada com um efeito de longa duragdo. Dados desse
mesmo estudo, mostram um elevado pH (11) devido a deterioragcéo da superficie do
vidro, liberando 6xidos de sddio. Para os materiais bioativos analisados no presente
estudo parece ocorrer o0 mesmo efeito de longa duragdo, sendo que o periodo de

maior atividade antimicrobiana ocorreu aos de 14 dias.

A liberagao de sddio, calcio, fosforo, ou silica isoladamente parece nao ser o
fator primordial para a efeito antimicrobiano, mas talvez a liberagdo de diferentes
espécies idnicas possa ser um fator importante na capacidade antimicrobiana dos
materiais bioativos. Apesar das diferentes guta-percha utilizadas no presente estudo
possuirem um alta concentracdo de ZnO, como demostrado na analise de EDX
(mais de 70% para as convencionais e em torno de 30 % para as que contém vidros
fosfatos em sua composi¢cédo) apenas o GNB liberou uma grande quantidade de Zn.
Podemos hipotetizar que a adicdo de vidro niobofosfato a guta-percha, pode
favorecer a liberagdo de Zn, conferindo uma maior atividade antimicrobiana ao

material.
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Alguns autores sugerem que as nanoparticulas de ZnO tem uma potencial
aplicagcdo como um agente bacteriostatico e pode ter aplicagbes futuras no
desenvolvimento de agentes de controle a propagacdo de infecgdes de uma

variedade de cepas bacterianas (Jones et al., 2008; Siddique et al., 2013).

Guerreiro-Tanomaru et al. (2013) comparou a formagdo do biofilme de
Enterococcus faecalis em diferentes substratos, tais como dentina bovina, guta-
percha convencional, hidroxiapatita e osso bovino. Os substratos foram incubadas
por 14 e 21 dias, e foi observada a formagao de biofilme em todos os grupos, porém
a guta-percha mostrou os menores resultados de biovolume total aos 14 dias e a
hidroxiapatita o mais alto aos 21 dias. Segundo os autores, esta pode ser uma
consequéncia da presenga do 6xido de zinco na composi¢cdo da guta-percha que

apresenta uma leve acao antibacteriana.

A obturacédo endodbntica apdés o preparo quimico-cirurgico nao deve
favorecer e preferencialmente inibir a formagéao desse biofilme, se eventualmente o
selamento coronario for rompido, portanto, o desenvolvimento de um material
obturador, mesmo que nao tenha a capacidade antibacteriana de causar dano a
membrana celular, mas que possa interferir nos mecanismos de aderéncia do
biofilme, além de ser bioativo, e promover bom selamento em ambiente umido

parece ser promissor.

Outros estudos devem ser realizados para avaliar o desempenho e atividade
antimicrobiana de vidro fosfatos, niobofosfatos bioativos e da GNB em dentina antes

qgue seu uso clinico como material endodéntico possa ser proposto.
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7 CONCLUSOES

O material experimental sob investigacdo mostrou resultados de
resisténcia de unido similares ao padrao ouro de obturagdo com guta-

percha convencional e cimento epdxico (Ah Plus).

O material GBC apresentou os menores valores de resisténcia de
unido e maior liberacdo de Ca no periodo de 3 dias em comparagéao

aos demais grupos.

A adicdo de vidros fosfatos a guta-percha parece ser vantajosa,
inibibindo parcialmente a formacao de biofilmes microbianos sobre a

superficie desses materiais.

O material experimental (GNB) apresentou a menor porcentagem de
biofilme viavel apés 3 e 30 dias, menor biovolume viavel apds 30 dias
de incubacado e maior pH e liberacdo de zinco em comparagcdo aos

demais grupos.

O vidro niobofosfato apresentou a menor porcentagem de biofilme

viavel apds 14 dias de incubagao.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DE APROVAGCAO
Protocolo 109/11
CAAE 0123.0.017.000-11

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em
Pesquisa APROVOU o protocolo de pesquisa “Desenvolvimento e
andlise da microinfillragdo bacteriana, resisténcia de uniGo e
nanoinfiltracdo de um compésito a base de vidro Niobofosfatos
bioativo e guta-percha para uso endodéntico”, de responsabilidade
da pesquisadora Ceci Nunes Carvalho, sob orientagdo do Prof. Dr.
Giulio Gavini.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser
encaminhados a este Comité relatérios anuais referentes ao
andamento da pesquisa e ao término cdpia do tfrabalho em “cd".
Qualquer emenda do projeto original deve ser apresentada a este
CEP para apreciacdo, de forma clara e sucinta, identificando a parte

do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Sdo Paulo, 13 de dezembro de 2011.

Profa. Dra’Marcia Turolla Wanderley

Coordenadora do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitdria "Armando de Salles Oliveira".
Sédo Paulo - SP - CEP 05508-900 -Tel. (0XX11) 3091-7960
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