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RESUMO

A quitosana € um biopolimero natural, extraido do exoesqueleto de artropodes, e
constitui um material de ampla aplicagao devido as suas propriedades antimicrobiana,
cicatrizante, reparadora e bioativa. Diante disso, este estudo teve como objetivo
avaliar a utilizacéo da quitosana no veiculo de um experimental cimento obturador dos
canais radiculares a base de silicato de calcio. Como comparagéo, este estudo avaliou
0 cimento bioceramico Bio-C Sealer e um controle, sem a presenca de quitosana. Para
avaliar o comportamento da adicdo do biopolimero no veiculo desse cimento
experimental, os testes fisico-quimicos da norma 1SO 6876/2012, foram empregados
(n = 6). Para avaliar a caracteriza¢do quimica e cristalina do cimento experimental, foi
realizada a microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplada a energia dispersiva
de raios-X (EDS). O escoamento foi maior para o Bio-C Sealer, com 33,12 mm, em
relacdo aos demais cimentos (p<0,05) experimental e controle, com 16,94 e 19,61
mm, respectivamente. O tempo de presa do cimento experimental foi semelhante ao
controle e ao Bio-C (p>0,05), apresentando respectivamente 9h52min, 11h54min e
8h21min. O cimento experimental apresentou menor solubilidade (p<0,05) que o Bio-
C,com 0,91 e 1,52, respectivamente. A radiopacidade foi maior para o Bio-C (p<0,05)
e igual para os outros cimentos experimental e controle (p>0,05), apresentando 6,75,
3,11 e 3 mmAl, respectivamente. Em MEV, pode-se observar menor tamanho de
particulas do Bio-C e maior quantidade de célcio, por EDS, em relacdo aos demais
cimentos. O cimento com quitosana necessita de aperfeicoamento na formulagéo para

contemplar as propriedades fisico-quimicas desejaveis.

Palavras-chave: Silicato de célcio. Cimentos denarios. Quitosana.



ABSTRACT

Chitosan is a natural biopolymer extracted from the arthropod exoskeleton and is a
material with wide application due to its antimicrobial, healing, repairing and bioactive
properties. Therefore, this study aimed to evaluate the use of chitosan in the vehicle of
an experimental calcium silicate-based sealer. As a comparison, this study evaluated
Bio-C Sealer bioceramic and a control, without the presence of chitosan. To evaluate
the behavior of adding the biopolymer to the vehicle of this experimental cement, the
physicochemical tests of the ISO 6876/2012 standard were used (n = 6). To evaluate
the chemical and crystalline characterization of the experimental sealer, scanning
electron microscopy (SEM) coupled with energy dispersive X-rays (EDS) was
performed. The flow was greater for the Bio-C Sealer, with 33.12 mm, in relation to the
other cements (p<0.05) experimental and control, with 16.94 and 19.61 mm,
respectively. The setting time of the experimental cement was similar to that of the
control and Bio-C (p>0.05), with respectively 9h52min, 11h54min and 8h21min. The
experimental cement showed lower solubility (p<0.05) than Bio-C, with 0.91 and 1.52,
respectively. Radiopacity was higher for Bio-C (p<0.05) and the same for the other
experimental and control sealer (p>0.05), presenting 6.75, 3.11 and 3 mmAI,
respectively. In SEM, one can observe smaller particle size of Bio-C and higher amount
of calcium, by EDS, in relation to the other sealer. Sealer with chitosan needs
improvement in the formulation to contemplate the desirable physical-chemical

properties.

Keywords: Calcium Silicate. Dental Cements. Chitosan.
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1 INTRODUCAO

O objetivo final dos procedimentos endodonticos é a obturacdo de todo sistema
de canais radiculares, sendo esta uma etapa de conclusdo e de grande importancia
clinica para o sucesso (Schilder et al., 1967; Schéafer et al., 2002). Nesta fase, a guta-
percha em combinacdo com um cimento obturador deve preencher 0os espacos vazios
ocupados pela polpa dentaria e promover um bom vedamento, compacto e
homogéneo, em toda a dimensé&o dos canais, limitando, desta forma, comunicacdes
do espaco pulpar com o ligamento periodontal e recorréncia de infec¢des bacterianas.
(Lin et al., 1992; Sjogren et al., 1997; Vieira et al., 2012).

Neste cenario, 0os cimentos obturadores tém como func¢des sepultar os
microrganismos remanescentes do preparo quimico-mecanico, selar os canais
radiculares e preencher as irregularidades dos mesmos. Além disso, um cimento
obturador ideal necessita contemplar algumas caracteristicas, que segundo
Grossman, 1978, estas incluem a facil introdugdo no canal radicular, o preenchimento
lateral e apical dos canais, a impermeabilidade na presenca de umidade, apresentar
propriedades bacteriostaticas, impedir o crescimento bacteriano, ser radiopaco, nao
manchar a estrutura do dente, ser biocompativel e ndo provocar a irritagdo aos tecidos
perirradiculares. Acrescentado a isso, a norma ISO 6876/2012 preconiza que um
cimento obturador deve apresentar radiopacidade acima de 3 mmAl, solubilidade

menor que 3% de perda de massa e escoamento de, no minimo, 17 mm.

Valendo-se dessas caracteristicas, o desenvolvimento de biomateriais na
endodontia tem sido amplamente proposto. Um biomaterial € uma substancia natural,
sintética ou semissintética destinada a ser implantada em um ambiente bioldgico e se
caracteriza por ser seguro e funcional, com potencial para restaurar, substituir ou
aumentar a funcdo de um tecido (Fakhri et al., 2020). Os cimentos obturadores
bioceramicos sdo exemplos destes biomateriais, compostos principalmente por
silicato dicalcico (CazSiOa) e tricalcico (CasSiOs), que garantem biocompatibilidade as
células fibroblasticas (Zoufan et al., 2011; Zhou et al., 2013), bioatividade (Siboni et
al., 2017, Donnermeyer et al., 2019), atividade antimicrobiana (Barbosa et al., 2020;
Bose et al., 2020), capacidade de diferenciagdo osteoblastica (Giacomino et al., 2019)

e cicatrizagao periapical (Zaki et al., 2018).
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Inicialmente, os materiais a base de silicato de célcio foram introduzidos na
endodontia pelo professor Torabinejad, em 1995, e tinham como principais funcdes o
selamento de perfuragcdes, o forramento, o capeamento pulpar direto e o
preenchimento em retrobturacdes. Denominado de agregado trioxido mineral (MTA),
este foi o material reparador, desenvolvido a base de silicato de calcio, capaz de
produzir tecido mineral semelhante a hidroxiapatita da dentina (Camilleri et al., 2005).
Desta forma, para aproveitar essa propriedade bioativa, além da biocompatibilidade
do MTA, posteriormente foram produzidos os materiais obturadores dos canais
radiculares a base de silicato de célcio, denominados de bioceramicos, 0s quais
tiveram a adicao de polimeros hidrossolUveis que proporcionaram o escoamento em
toda a dimenséo e irregularidade dos canais (Camilleri, 2016, 2017). Como vantagem
as demais formulacées de outros cimentos obturadores, os biocerdmicos sao
biomateriais, que ao entrarem em contato com a agua, produzem uma matriz
gelatinosa com formacédo de hidroxido de célcio [Ca(OH):]. Este, por sua vez, se
dissocia em ions célcio (Ca?*) e hidroxila (OH"), fazendo com que os prétons se unam
aos ions fosfato (PO4%), dos fluidos corporais, e formem fosfato de célcio Cas(POa)2,
um precursor da apatita (Siboni et al., 2017). Além disso, 0s bioceramicos apresentam
melhor biocompatibilidade em relagcdo aos outros tipos de cimentos obturadores
(Zoufan et al., 2011; Sanz et al., 2021).

Recentemente, uma nova formulacdo dos cimentos bioceramicos,
caracterizados pela terceira geracao, apresenta o material na forma pronta para uso,
em seringas, com 0s componentes principais alocados: silicato tricélcico e dicalcico,
radiopacificador e um polimero para formar uma pasta e garantir fluidez. No entanto,
nao ha agua nesta mistura, pois a sua presenca acarretaria na presa do cimento ainda
dentro da seringa. Sendo assim, o objetivo desta nova formulacéo parte do principio
gue o material tomara a presa nos canais radiculares através da agua proveniente do
fluido dentinario. Como exemplo destes cimentos, tem-se o EndoSequence BC Sealer
e 0 EndoSequence BC Sealer HiFlow, o TotalFill e o TotalFill HiFlow, o Bio-C Sealer,
0 Sealer Plus BC e o iRoot SP.

Como mencionado, 0s cimentos bioceramicos contém polimeros utilizados
como veiculo que garantem o0 escoamento e o preenchimento nos canais, uma
vantagem devido a consisténcia arenosa que o po de silicato dicalcico e tricalcico

apresenta quando somente misturados com agua. Desta forma, o polimero
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proporciona melhor manipulacéo e plasticidade ao cimento (Camilleri, 2017). Além
disso, um estudo revelou que o polimero adicionado ao cimento bioceramico reforca
a ligacdo orgéanica e inorganica entres esses compostos e melhora ainda mais as

propriedades do material (Zhou et al., 2018).

Os polimeros sdo macromoléculas muito utilizadas na engenharia tecidual e
incorporadas aos biomateriais, podendo ser tanto sintéticos quanto naturais (Wei et
al., 2020). Nos cimentos obturadores bioceramicos, os polimeros sdo do tipo
sintéticos, como o Polietilenoglicol (PEG), presente no Bio-C Sealer, e 0
policarboxilato (PC), no BioRoot RCS. No entanto, ndo ha ainda nenhum cimento
obturador contendo polimeros naturais, como os polissacarideos representados pela
quitosana, o alginato, a celulose e o acido hialurdnico (Fakhri et al., 2020; Wei et al.,
2020).

Dentre esses, a quitosana é um biopolimero, constituido por unidades de 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por liga¢des glicosidicas B (1-4) (Borzacchiello
et al., 2001), que tem sido largamente utilizada na area biomédica e € obtida através
da desacetilacdo da quitina, o segundo polissacarideo mais abundante na natureza,
atras apenas da celulose, presente na estrutura do exoesqueleto de artropodes e nas
paredes celulares dos fungos. Neste processo de desacetilagdo da quitina, em
solugdes alcalinas, o grupo amino (NH2) da cadeia molecular se tornara livre do
grupamento acetila (-COCHs) e garantira a bioatividade da molécula, a qual se
denominard por quitosana. Este biopolimero € utilizado na area médica, agricola,
cosmeética, alimenticia, farmacéutica e odontoldgica (Kumar, 2004; Muxika et al., 2017,
Fakhri et al., 2020). Nesta ultima, ela tem sido usufruida em procedimentos de
regeneracao dentino-pulpar, nos tratamentos de estomatite e candidiase, na
remineralizagdo do esmalte, nos revestimentos de implantes dentarios e no
tratamento de periodontites e infec¢des endoddnticas (Fakhri et a., 2020; Zhang et al.,
2021). Tudo isso €& possivel gragcas a sua bioatividade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, propriedades anticancerigenas e antioxidantes, ndo-toxicidade,
adeséao celular e atividades antibacterianas e antifungicas (Hu et al., 2020; Fakhri et
al., 2020).

Héa na literatura estudos de membranas e hidrogéis com compdésitos formados
pela associacdo dos polimeros polietilenoglicol (PEG) e quitosana (Hashemi et al.,
2013; Koosehgol et al. 2017; Pereira et al., 2019; Chin et al., 2020;) que revelam
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potencial efeito para cura de Ulceras e cicatrizacdo de feridas e para atividade
antimicrobiana, com reducao de gram-negativos e leveduras. O polietilenoglicol € um
polimero sintético, hidrofilico, atoxico e ndo-inflamatério que torna uma mistura ideal
com a quitosana e reforca as propriedades mecanicas do material (Pereira et al.,
2019).

No campo da endodontia, a quitosana é utilizada na incorporacdo de materiais
para scaffolds de procedimentos regenerativos pulpares com potencial efeito
antimicrobiano e de viabilidade celular (Ducret et al., 2019; Aksel et al;.2020), além de
promover a regeneracao dentinaria através da bioatividade sobre células da polpa
dentéria e deposicdo de matriz mineralizada (Budiraharjo et al., 2010; Palma et al.,
2017; Soares et al., 2017; Abbas et al., 2020; Bordini et al., 2020; Cassiano et al.,
2020; Soares et al., 2020; Sato et al;.2021). Também, neste aspecto bioativo, a
quitosana utilizada como um veiculo para o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), em procedimentos de capeamento pulpar, promove a diferenciacéo
odontogénica de células indiferenciadas da polpa (Wu et al., 2019). Além destas, outra
forma da sua utilizacdo na endodontia é através da irrigacdo como um agente
guelante, na qual a maioria dos estudos revelaram que 0,2% de quitosana é mais
efetiva que o EDTA 17%, o &cido citrico 10%, o MTAD e o acido peracético 1% para
remocao de smear layer (Darrag et al., 2014; Silva et al., 2012; Kamble et al., 2017;
Zhou et al., 2018; Agarwal et al., 2020; Ozlek et al., 2020).

Devido ao grupo protonado de NH* na cadeia polimérica da quitosana, ela
apresenta uma das propriedades mais interessantes e aplicaveis que € a capacidade
antimicrobiana com perfil bacteriostatico. Esses protons interagem com 0s
componentes carregados negativamente na parede celular dos microrganismos, como
os fosfolipidios, as proteinas e os carboidratos, e aumentam a permeabilidade celular,
ocasionando o extravasamento do conteudo intracelular e consequentemente a morte
do microrganismo (Kong et al., 2010). O espectro de agéo deste biopolimero atinge
bactérias, principalmente gram-positivas, e leveduras, com alto potencial de impedir a
formacdo de biofilmes. Foi mostrado que a presenca de quitosana 10g/L inibiu a
aderéncia de Streptococcus mutans na superficie da hidroxiapatita (Tarsi et al., 1997).
Além disso, varios trabalhos revelaram que a quitosana foi capaz de inibir o
crescimento de biofilme de Enterococcus faecalis (Kishen et al., 2008; Da Silva et al.,
2012; Jaiswal et al., 2017; Savitha et al., 2019; Roshdy et al., 2019; Hussein et al.,



15

2020; Parolia et al., 2020; Supotngarmkul et al., 2020), uma bactéria gram-positiva

presente no insucesso endodontico.

Diante dessas vantagens, tanto dos cimentos a base de silicato de calcio,
quanto do biopolimero de quitosana, este projeto desenvolverd um biomaterial
obturador dos canais radiculares, a base de silicato de calcio, com adicdo do
biopolimero de quitosana na sua composi¢cdo. Os cimentos estardo em uma dupla
seringa com ponta misturadora, na qual um lado contera o polimero de quitosana,
dissolvido em solucdo aquosa de acido acético, e no outro, os silicatos de célcio, o
radiopacificador e o polietilenoglicol para garantir viscosidade da mistura com o poé.
Apés o pressionamento do émbolo da seringa, 0s componentes das duas partes serdo
misturados, iniciando a reagao de presa.

Entretanto, para um material ser possivel de obturar os canais radiculares, ele
necessita apresentar solubilidade adequada, que ndo se dissolva quando tomado a
presa no interior dos canais, seja pela umidade do fluido dentinario ou seja pelos
fluidos do ligamento periodontal, pois caso contrario, a instabilidade na cimentacéo
poderd levar nutrientes para as bactérias sobreviventes ao tratamento endodéntico e
acarretar no insucesso (Siqueira et al., 2001, 2008; Gomes et al., 2008). Segundo a
norma ISO 6876/2012, a solubilidade de um cimento ndo pode exceder 3% na sua
perda de massa, durante 30 dias em agua destilada. Neste requisito, sabe-se que os
cimentos a base de silicato de calcio, os quais sado hidrofilicos, apresentam alta
solubilidade, superando em média 4x a mais a perda de massa minima preconizada
pela ISO (Tanomatu et al., 2017; Torres et al., 2019; Zordan-Bronzel et al., 2019). No
entanto, alguns trabalhos avaliando a alteracao volumétrica desses cimentos, atraves
de escaneamento em microtromografo, antes e apds a imersdo em liquido, exibem
pouca perda de massa, de aproximadamente 1,7% (Tanomatu et al., 2017; Torres et
al., 2019; Zordan-Bronzel et al., 2019). Este método tem como vantagem a simulacao
de uma situacdo mais clinica (Tanomatu et al., 2017; Torres et al., 2019) em relacdo

ao teste de solubilidade convencional.

Neste trabalho, espera-se que a solubilidade do cimento experimental seja
reduzida, visto que tera a associacdo de dois polimeros, o PEG e a quitosana, 0s
guais aumentam as propriedades mecanicas e apresentardo potencial sinérgico na
ligacdo organica e inorganica com os componentes do cimento (Zhou et al., 2018;
Pereira et al., 2019).
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Deste modo, o objetivo deste estudo sera avaliar as propriedades fisico-
quimicas da norma ISO 6876/2012, de um cimento experimental, contendo o
biopolimero de quitosana, juntamente com outro cimento controle, com a mesma
composicdo, porém sem a presenca de quitosana, e com o cimento a base de silicato

de célcio pronto para uso, EndoSequence BC Sealer.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo abordaré os principais estudos que introduziram, de forma incipiente, a
quitosana nos cimentos endodonticos e avaliaram seu potencial na reducdo de

biofilmes antimicrobianos.

2.1. Uso da quitosana na endodontia

Nunes et al. (2021), avaliaram o efeito antimicrobiano da quitosana em uma
medicacdo a base de hidroxido de calcio. No trabalho dissolveram 2 g (2%) e 4 g (4%)
de quitosana em 100 mL de acido acético a 4%. Misturaram essas duas
concentracbes de quitosana com hidroxido de calcio. Além desses grupos,
acrescentaram mais quatro grupos, misturando o hidroxido de célcio com essas duas
concentracfes de quitosana, a 2 e 4%, em um grupo com clorexidina e outro com
polietilenoglicol 400 (PEG). Para avaliar essas medicacles, fizeram teste de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difragéo de raios
X (DXR) e difusdo em agar com os microrganismos Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis. Os espectros de difracdo de raio X evidenciaram a presenca
semicristalina da medicacdo com a presenca de hidroxido de calcio. Em 24 horas de
exposicdo, todos os grupos tiveram efeito antimicrobiano positivo, com maior area de
inibicéo para o grupo de hidroxido de célcio misturado com clorexidina com quitosana.
Os autores concluem que a medicacdo a base de quitosana é promissora para uma

medicacéo intracanal.

Elshinawy et al. (2018), avaliaram o efeito de nanoparticulas de quitosana, bem como
nanoparticulas de prata e azeite ozonizado na atividade conta biofilmes de
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Candida albicans. Avaliaram também
0 potencial citotoxico dos componentes em fibroblastos gengivais humanos. O grupo
de quitosana-NPs exibiu o menor valor de concentracdo inibitéria minima e de
concentracdo bactericida minima, exibindo atividade antimicrobiana em oito vezes
maior que 0 grupo com azeite ozonizado. O grupo com prata foi o que menor
apresentou efeito antimicrobiano. Quanto a citotoxicidade, o grupo com azeite
ozonizado obteve maior biocompatibilidade, seguido da quitosana.
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Abusrewil et al. (2020), avaliaram o efeito de trés solucdes irrigantes, EDTA,
cloredixina e quitosana, na atividade antimicrobiana de biofilmes inter-reino contendo
Streptococcus gordonii, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e
Candida albicans. Os resultados mostraram que a quitosana foi mais eficaz para

alvejar C. albicans.

Aksel et al. (2020), buscaram avaliar o efeito animicrobiano de vérios hidrogéis para
scaffolds de procedimentos regenerativos contra Enterococcus faecalis e a
capacidade para estimular a proliferacdo e mineralizacdo de células-tronco da polpa
dentaria. Para o gel, prepararam 12,5 mg/mL de fibrinogénio e 0,4% de quitosana.
Outros grupos de géis antibidticos foram acrescentados, o TAP (metronidazol,
ciprofloxacina e monociclina), o mTAP (metronidazol, ciprofloxacina e clindamicina) e
o DAP (metronidazol e ciprofloxacina). A avaliacdo antimicrobiana contra E. faecalis
foi realizada através das unidades formadoras de colénia (UFC) e microscopia
confocal. O estudo mostrou que a quitosana reduziu significativamente as UFCs, além

de manter a viabilidade celular, a proliferacéo celular e a mineralizagéo.

Dragland et al. (2019), avaliaram a atividade antimicrobiana de um cimento a base de
oxido de zinco e eugenol modificado com quitosana e oligossacarideo de quitosana.
Essa atividade foi avaliada por meio do teste de contato direto modificado (MDCT)
com 0s microrgranismos Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e
Staphylococcus epidermidis, com os cimentos imediatamente apds a presa e apos 18
semanas. Os resultados mostraram que a incorporacao de quitosana ao cimento pode

ter efeito antimicrobiano para algumas espécies de bactérias.

Da Silva et al. (2012), avaliaram a formacao de biofilme na interface entre o cimento
e a dentina de segmentos de raiz obturados com cimento incorporado por particulas
de quitosana. Esses segmentos de dentes bovinos, com 4 mm de espessura, foram
obturados com guta-percha e o cimento Pulp Canal Sealer com particulas de
guitosana. O biofilme de Enterococcus faecalis foi cultivado por 7 dias e avaliado em
microscopia confocal. Essa incorporacéo inibiu a formacgdo de biofilme na interface

dentina-cimento.

Ozlek et al., (2020) verificaram a eficacia da irrigagdo do canal radicular com quitosana
guanto a resisténcia ao deslocamento utilizando o cimento MTA Fillapex. Para isso,

instrumentaram 57 pré-molares inferiores humanos e dividiram em trés grupos de
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solucéo irrigante: 0,2% de quitosana, 17% de EDTA e solucédo salina. Um subgrupo
para cada tipo de irrigante foi adicionado, tendo agitacdo ultrassbnica ou sem
agitacdo. Os resultados de resisténcia foram mensurados por teste push-out. Os
canais irrigados com quitosana apresentaram maiores valores de resisténcia de uniao
em relacdo ao EDTA e a solugdo salina. Os canais irrigados com solucédo salina

apresentaram a menor resisténcia.

Savitha et al. (2019), avaliaram a adicéo de quitosana em uma medicacao intracanal.
Selecionaram 45 dentes permanentes humanos monorradiculares, e apos a
instrumentacdo e desinfeccdo do canal, colocaram as medicacbes com 2% de
clorexidina, 2% de quitosana e 2% de clorexidina e quitosana. A medicacao
permaneceu no canal por 7 dias e o microrganismo Enterococcus faecalis foi
guantificado por qPCR. O estudo mostrou que a combinacdo de clorexidina e
qguitosana obteve efeito sinérgico contra E. faecalis, e sugerem que a medicacéo

poderia ser utilizada em caso de insucessos endodonticos.

Maharti et al. (2022), objetivaram comparar as caracteristicas fisico-quimicas e a
biocomptibilidade de um novo cimento a base de silicato de calcio e quitosana com o
AH Plus e o Sure-Seal Root. O silicato tricalcico foi sintetizado a partir do silicato de
calcio e hidréxido de célcio. Entdo, o p6 foi misturado com 2% de quitosana solGvel
em agua na proporcao de 5:1. A caracterizacdo do cimento foi analisada por FTIR e
DXR. O testes fisico-quimicos como espessura de filme e escoamento foram
realizados conforme a norma ISO 6876/2012. Para avaliar a biocompatibilidade,
utilizaram o teste MTT com células fibroblasticas embrionérias de ratos. Os testes ISO
evidenciaram escoamento de 31,98 mm, para o cimento a base de quitosana, diferindo
estatisticamente dos demais cimentos Sure-Seal Root e AH Plus que apresentaram
escoamento, respectivamente, de 26,38 e 26,50. A espessura de filme evidenciou
diferenca estatistica do cimento a base de quitosana em relagéo ao Sure-Seal Root e
AH Plus, com valores respectivos de 60, 50 e 40 mm. O cimento experimental de

guitosana apresentou baixa citotoxicidade.

Carpio-Perochena et al. (2015), avaliaram o efeito da carboximetilquitosana e
nanoparticulas de quitosana incorporadas nos cimentos MTA Fillapex e ThermaSeal
Plus na inativagédo de biofilmes e prevencdo de sua formacdo na interface entre
dentina e cimento. Para isso, utilizaram-se de 30 discos de dentes bovinos contendo

5 mm de didmetro e instrumentaram até a lima #80. As amostras foram contaminadas
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com E. faecalis. A adicdo da nanoparticula de quitosana inibiu a penetracao

microbiana e sua colonizacdo na interface dentina-cimento.

Carpio-Perochena et al. (2017), avaliaram o efeito antimicrobiano da nanoparticulas
de quitosana incorporada ao hidréxido de calcio. Para isso infectaram a dentina de
raizes de dentes humanos com E. faecalis, e avaliaram a unidade formadora de
colonia na medicacdo em 7 e 14 dias. Os resultados mostraram que essa incorporagao
aumenta a atividade antimicrobiana e inibe a recolonizagéo bacteriana sobre a dentina

do canal radicular.
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3 PROPOSICAO

Objetivos gerais:

Avaliar um cimento experimental, dos canais radiculares, a base de silicato de
calcio, utilizando o biopolimero de quitosana e comparar sua caracteristica com o
cimento bioceramico pronto para uso, Bio-C Sealer, e com outro controle sem a

presenca de quitosana.

Objetivos especificos:

e Avaliar, através do padrao ISO 6876/2012, os testes fisico-quimicos dos
cimentos, como o0 escoamento, o tempo de presa, a solubilidade e a
radiopacidade;

e Caracterizar a superficie dos cimentos e a sua composi¢cdo por meio de
microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia por energia
dispersiva (MEV/EDS).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Local da Pesquisa

Os testes fisico-quimicos foram realizados no Laboratério de Endodontia da
FOP-Unicamp. A analise em MEV e EDS foi realizada no laboratério do Centro de

Microscopia e Imagens da mesma instituicao.

4.2. Preparo dos materiais
Para este estudo foram avaliados os seguintes materiais:
e Bio-C Sealer (Angelus, Londrina, PR, Brasil);
e Cimento Experimental;
e Cimento Controle.
O quadro 1 exibe os materiais e os componentes do po e do liquido.

Quadro 1. Cimentos e suas respectivas composicoes.

COMPOSICAO

MATERIAL Componentes principais | Componentes aquosos

Silicato de célcio, aluminato
tricalcico, 6xido de célcio,

6xido de zirconio, 6xido de

Bio-C Sealer | faro, disxido de silicio e Agua
polietilenoglicol
16% - 6xido de zirconio, 2% de quitosana
: 80% - silicato de calcio, 2% dissolvida em 2% de
Experimental
hidréxido de célcio e 0,95 solucdo aquosa de acido
mL - polietilenoglicol (PEG). acético

16% - 6xido de zirconio,

80% - silicato de célcio, 2%
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Controle hidroxido de célcio e 0,95 2% de solucdo aquosa

mL - polietilenoglicol (PEG). de acido acético

Preparo dos materiais

e Quitosana: 0,2 g de quitosana (Polymar, CE, Brasil) foi adicionada em
uma solucdo contendo 0,2 mL de acido acético com 9,8 mL de agua
destilada. A solucao, contida em um becker, foi deixada sob um agitador

por 24 horas a 430 rpm;

e Cimento Experimental: foram misturados 0,04 g de hidréxido de calcio,
0,032 g de oxido de zircbnio e 1,6 g de silicato de célcio com 0,95 mL de
polietilenoglicol. Essa pasta foi em seguida misturada com 0,2 mL da

solucéo de quitosana,;

e Cimento Controle: foram misturados 0,04 g de hidroxido de calcio,
0,032 g de oxido de zircénio e 1,6 g de silicato de calcio com 0,95 mL de
polietilenoglicol. Essa pasta foi em seguida misturada com 0,2 mL de

acido acético.

4.3. Caracterizagéo superficial dos cimentos

Para a caracterizacao superficial, os cimentos foram manipulados e inseridos
separadamente em moldes de aco inoxidavel com dimensdes de 10 mm de diametro

por 1 mm de espessura. Depois disso, as amostras foram revestidas com carbono.

A superficie dos cimentos foi caracterizada utilizando microscépio eletrénico de
varredura - MEV (JSM 5600, JEOL, Japao) no modo de retroespalhamento. A
detecgéo de elementos quimicos dos cimentos foi obtida através da espectroscopia
de energia dispersiva (EDS) acoplada ao MEV. As micrografias foram obtidas com

magnificacao de 900x.

4.4. Analises fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas avaliadas foram:
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. Tempo de presa
. Escoamento

. Solubilidade

. Radiopacidade

Os testes foram realizados conforme a norma ISO 6876/2012. Para cada grupo,

foram confeccionadas 6 amostras de cimentos. A figura 1 demonstra cada teste

realizado.

Figura 1. Teste de tempo de presa (A). Teste de solubilidade (B). Teste de
radiopacidade (C). Teste de escoamento (D).

4.5 Tempo de presa

ApoOs a manipulacéo, o cimento foi aplicado dentro de anéis de aco inoxidavel,
contendo 10 mm de diametro e 2 mm de altura, sobre uma placa de vidro. O conjunto
foi incluido em um bloco de metal e levado em uma estufa a 37°C com umidade
relativa de 95 %. Uma agulha de Gilmore, com massa de 100 g e 2 mm de diametro
em sua ponta cilindrica, foi posicionada perpendicularmente ao cimento e o tempo de

presa foi determinado quando n&o houve mais a marcacao da agulha sobre o material.
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4.6 Escoamento

O cimento foi incluido em uma seringa de 1 mL, aplicando 0,5 mL do mesmo
em uma placa de vidro. A placa apresenta as seguintes dimensdes: 40 mm X 40 mm,
com 5 mm de espessura. Apos 180 segundos do inicio da manipulagéo, uma segunda
placa de vidro, com massa de 20 g, foi colocada centralmente em cima do cimento,
seguido da colocacao de um peso de 100 g, totalizando 120 g sobre o material. Apos
10 minutos do inicio da manipulacdo, o peso e a placa foram removidos e o diametro
menor e maior do disco da compressa de cimento foi mensurado através de um

paquimetro.
4.7 Solubilidade

Esta avaliagéo foi uma adaptacéo entre a norma ISO 6876 e a metodologia de
Tanomaru et al., 2017 e Carvalho-Junior et al., 2007. Para o preparo das amostras, 0
cimento recém manipulado foi inserido em um anel de plastico (teflon), contendo 7,75
mm de diametro e 1,5 mm de altura, sobre uma placa de vidro. Um fio de nylon foi
amarrado em uma perfuracdo na parede de cada molde. Apds isso, os moldes de com
cimento foram armazenados em uma estufa por um periodo 50% superior ao tempo
de presa do material, na temperatura de 37°C e com 95% de umidade. Para o cimento
Bio-C Sealer, o qual necessita de umidade para tomar presa, duas porcdes de algodao
umido foram posicionadas entre 0 molde e a placa de vidro. O fio de nylon foi fixado
na tampa dos frascos que abrigardo os moldes e a 4gua. Estes frascos foram pesados,
sem a tampa e os moldes, antes de inserir a agua, em uma balanca analitica (Ohaus-
Adventurer AR2140, SP, Brasil). Entdo, cada amostra de cimento foi imersa nos
frascos de plasticos individuais, contendo 7,5 mL de agua destilada, e armazenada na
estufa por um periodo de 30 dias. ApoOs esse periodo, as amostras foram colocadas
em uma estufa a 60°C por 24 horas, para desidrata-las e nédo ter o peso da agua
influenciando na medida. Novamente, os frascos, sem a tampa com o0s moldes
fixados, tiveram suas massas verificadas na balanca. Para o calculo da perda de

massa, a seguinte equacao foi utilizada:
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100.Pf

Perda de massa (%) = 100 — Pi

Na qual,
Pf = Peso final

Pi = Peso inicial

4.8 Radiopacidade

Para o teste de radiopacidade, os cimentos, ap6s a manipulacdo, foram
inseridos em anéis de ago inoxidavel, com dimensdes de 10 mm de diametro por 1
mm de espessura, sobre uma placa de vidro. Até a completa presa dos materiais,
estes foram estocados em estufa a 37°C. Apds o tempo de presa final, uma lixa de
granulacgdo 600 foi utilizada para lixar a superficie dos cimentos em excesso e deixa-
los uniformizados na dimens&o. Em seguida, as amostras foram radiografadas sobre
um sensor digital oclusal (Micro-Image, Sdo Paulo, Brasil) juntamente com uma escala
de aluminio, a qual permitird a andlise da densidade radiogréafica. Esta escala é
composta por 12 degraus de aluminio, com comprimento de 48,15 mm e altura de 1
mm a cada degrau. Na tomada radiogréfica, a kilovoltagem correspondeu a 60 kV, a
miliamperagem a 10 mA, o tempo de exposicao a 0,3 segundos e a distancia foco/filme
a 30 cm. A radiopacidade foi avaliada por meio da analise dos niveis de cinza das
imagens obtidas com o software ImageJ. Os valores de radiopacidade foram

expressos em milimetros de aluminio.

4.9. Analise Estatistica

ANOVA foi o teste estatistico gerado para todas as analises fisico-quimicas
medindo o efeito dentro e entre 0s grupos nas diferentes temperaturas. A normalidade
dos dados foi avaliada através do teste de Levene. Para observar se houve diferenca
estatistica entre os grupos, foi utilizado o teste post-hoc de Tukey, no qual o nivel de

significancia correspondeu a 0,05 (5%), ou seja, P < 0,05.

A analise de caracterizacdo quimica dos cimentos, foram realizadas atraves de

observagéo qualitativa das micrografias e gréficos obtidos em EDS.
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5 RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo quimica superficial dos cimentos

A caracterizagao superficial dos cimentos obtidas por micrografias em MEV s&o

exibidas nas figuras 2,3 e 4.

Figura 2. Caracterizagdo superficial em MEV (900x) do cimento controle.
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Figura 4. Caracterizagdo superficial em MEV (900x) do cimento Bio-C Sealer.
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As imagens em MEV, do cimento experimental, observou-se particulas grandes
correspondentes ao silicato de calcio, arredondadas, e ao hidroxido de calcio, em
formas de placas. De forma igual, teve-se essa mesma aparéncia no cimento controle,
sem a presenca de quitosana. Quanto ao Bio-C Sealer, observa-se particulas

pequenas do material comparado aos outros grupos.

Em EDS, o cimento controle apresentou 61,54% e 4,67% de Si e Ca,
respectivamente. O cimento experimental apresentou 79,67% e 5,96% de Si e Ca,
respectivamente. E o Bio-C Sealer apresentou 16,24% e 46,49% de Si e Ca,

respectivamente.

5.2. Testes fisico-quimicos

As médias e desvio padrédo dos resultados referentes ao escoamento, tempo
de presa, solubilidade e radiopacidade, do cimento controle, experimental e Bio-C
Sealer estdo apresentados na tabela 1. Os graficos da média e do desvio padrao dos
testes de escoamento, tempo de presa, solubilidade e radiopacidade estéo
representados respectivamente nas figuras 5, 6, 7 e 8. Todos o0s resultados

apresentaram normalidade dos dados (p<0,01).
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Tabela 1. Representacdo da média e do desvio padrao referentes ao escoamento, tempo de presa, solubilidade e radiopacidade

dos cimentos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre cada cimento referente a cada teste avaliado.

Escoamento Tempo de presa Solubilidade - 30 dias Radiopacidade
Material (mm) (min) (%) (mmAl)
Controle 19,61 + 3,574 715,16 + 189,65 2,905 + 0,40 3+0,3°
Experimental 16,94 + 1,18 592,16 + 2,138 0,91 £ 0,348 3,11 £ 0,584

Bio-C Sealer 33,12+ 2,648 501,16 + 25,218 1,52 +0,16¢ 6,75+ 0,138
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5.3 Escoamento
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Figura 5. Grafico da média e desvio padrdo do escoamento dos cimentos. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica entre cada cimento.

5.4 Tempo de Presa
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Figura 6. Gréafico da média e desvio padrdo do tempo de presa dos cimentos. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre cada cimento.
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5.5 Solubilidade
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Figura 7. Grafico da média e desvio padrao da solubilidade dos cimentos. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre cada cimento.

5.6 Radiopacidade
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Figura 8. Grafico da média e desvio padrédo da radiopacidade dos cimentos. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre cada cimento.
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Os resultados do escoamento mostraram valores de 19,61, 16,94 e 33,12,
respectivamente, para 0s cimentos controle, experimental e Bio-C Sealer. O
experimental foi o Unico que manteve abaixo do minimo preconizado pela norma ISO,
de 17 mm, porém se aproximou em 0,06 desse valor. Estatisticamente ndo se teve
diferenca estatistica entre o experimental e o controle (p>0,01). O cimento Bio-C
Sealer apresentou maior escoamento e diferiu estatisticamente dos demais cimentos
(p< 0,01).

O tempo de presa correspondeu a 11h55min, 9h52min e 8h21min,
respectivamente, para os cimentos controle, experimental e Bio-C Sealer.O tempo de
presa para o controle e o experimantal foi igual estatisticamente (p>0,05). Quanto ao
Bio-C Sealer, este nao diferiu estatisticamente do cimento experimental (p>0,01), mas

apresentou menor tempo de presa que o controle (p<0,01).

A solubilidade apresentou porcentagem de perda de massa de 2,05, 0,91, e
1,52, respectivamente, para o cimento controle, experimental e Bio-C Sealer. Todos
0s cimentos apresentaram diferenca estatistica entre si (p<0,05). O cimento controle
apresentou a maior solubilidade e o experimental a menor. A norma ISO prezoniza,

ser o ideal, a perda de massa n&o ser maior que 3%.

Por fim, a radiopacidade apresentou valores de 3, 3,11 e 6,75, respectivamente,
para 0s cimentos controle, experimental e Bio-C Sealer. O cimento controle e
experimental ndo apresentaram diferenca estatistica (p = 0,86). J4 o Bio-C Sealer,
apresentou a maior radiopacidade (p<0,05) comparado aos outros cimentos e foi 0
anico que se conformou dentro do parametro da ISO que preconiza, ser o ideal, a

radiopacidade ser maior que 3 mmaAl.
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6 DISCUSSAO

Os cimentos obturadores dos canais radiculares precisam ter propriedades
adequadas para o perfeito selamento e impedimento de recolonizagéao bacteriana. De
acordo com Gossman, em 1978, o cimento obturador ideal precisa apresentar
caracteristicas bacteriostaticas, ter radiopacidade, ndo manchar a estrutura dentaria,
apresentar biocompatibilidade, ter facil introducdo no canal radicular, permitir o
escoamento lateral e apical dos canais e ser impermeavel em umidade. Segundo a
norma ISO 6876/2012, os cimentos obturadores precisam apresentar radiopacidade
minima de 3 mmAl, solubilidade de no maximo 3% da perda de massa, escoamento

de no minimo 17 mm.

Dentro do principio da biocompatibilidade e bioatividade, os cimentos
bioceramicos séo referéncia para casos que necessitam de reparo e cicatrizacdo dos
tecidos, como em perfuracbes, rizogéneses incompletas, retrobturacbes e
reabsorgdes radiculares. No entanto, a solubilidade e a atividade antimicrobiana séo
fatores que precisam ser melhorados. O pH dos cimentos bioceramicos nem sempre
atingem a alcalinidade suficiente para eliminar bactérias resistentes ao preparo
quimico-mecanico como a Enteccocus faecalis. Dessa forma, o cimento experimental
da presente pesquisa objetivou introduzir o estudo da adicdo do biopolimero de
quitosana ao silicato de calcio e formular um cimento que tivesse a¢ao sinérgica ao

pH dos cimentos bioceramicos na atividade antimicrobiana.

Como esse cimento € uma experimentacdo inicial, antes de se atingir os
objetivos de atividade antimicrobiana e biocompatibilidade, é necessario ajustar a
formulacéo para primeiro obter étimas propriedades fisico-quimicas importantes como
tempo de presa, escoamento, radiopacidade e solubilidade. Com isso, este presente

estudo focou nesses primeiros testes.

Em EDS, foi verificado que o Bio-C Sealer apresentou maior quantidade de
calcio que os outros cimentos. Isso pode ser explicado devido a presenca do silicato
tricélcico e dicélcico no Bio-C em relagcdo ao cimento experimental que contém apenas
silicato de calcio e 2% de hidroxido de calcio. Logo, a quantidade de calcio € menor.
Como os ions célcio sédo imprescindiveis para a bioatividade e formacao de fosfato de

calcio, deve-se pensar em substituir o composto silicato de calcio por silicato tricalcico.
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No cimento experimental formulado, as particulas se apresentam em tamanhos
maiores que o cimento Bio-C Sealer e esse fato pode interferir no escoamento. Como
foi verificado, o escoamento do cimento experimental correspondeu a 16,18 mm
menor que do Bio-C. Nesse aspecto, sera possivel reduzir o tamanho das particulas
ou acrescentar a quantidade de polimero (quitosana ou PEG) no cimento, a fim de
escoar mais e permitir penetracdo nos tubulos dentinarios e nos canais laterais e

secundarios.

A radiopacidade do cimento com quitosana apresentou valores (3,11 mmaAl) no
limite preconizado pela norma ISO, de 3mm Al, e poderia aumentar a quantidade de
radiopacificador para acima de 16%, que foi a porcentagem de Oxido de zircbnio
incorporado ao cimento. Assim, serd interessante adicionar quantidade de
radiopacificador para se aproximar de 6 mm correspondente a radiopacidade do Bio-

C Sealer.

O tempo de presa do cimento experimental resultou em valor alto, de 9h e 52
min, um pouco maior que o Bio-C Sealer, que obteve 8h e 21 min. Como se sabe, 0s
cimentos & base de silicato de célcio tomam presa em contado com umidade. E
justificavel o tempo longo do Bio-C por ser pronto para uso e necessitar de umidade
do ambiente. No entanto, o cimento experimental contém &gua na solucdo de
guitosana e esperava-se ter a presa mais rapidamente. Esse fato deve ser repensado
para acelerar a reacdo, adicionando cloreto de calcio ou acrescentando maior

quantidade de agua.

Em relacéo a solubilidade, o cimento experimental apresentou 0,91% da perda
de massa do cimento, valor este menor que do Bio-C Sealer. Visualmente, foi
observado maior precipitacdo de po do cimento experimental em relacéo ao Bio-C, e
este foi observado um precipitado translicido que ao verificar a massa nos recipientes,

a densidade do cimento experimental foi muito menor que do Bio-C.

Com esses achados, antes de introduzir os testes antimicrobianos e
biocompatibilidade em cultura celular, deve-se privar em aperfeigcoar a férmula do
cimento experimental para atingir maior radiopacidade, maior quantidade de calcio,

maior escoamento e menor tempo de presa.
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7 CONCLUSAO

Dentro do objetivo deste estudo, pode-se concluir que:

O cimento experimental apresentou escoamento abaixo do exigido pela
norma ISO 6876/2012;

A solubilidade foi menor que 3% exigido pela mesma norma;

A radiopacidade esta no limite do minimo preconizado pela norma;

O tempo de presa é longo

Antes de prosseguir para os testes antimicrobianos, a formulacdo do
cimento necessita ser aperfeicoada para contemplar melhor as

caracteristicas ideias de um cimento obturador.
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