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RESUMO

Cimentos de silicato tricalcico sdo conhecidos atualmente na Endodontia por
apresentarem biocompatibilidade e bioatividade. S&o cimentos que reagem com
agua e apresentam capacidade antimicrobiana. Particulas menores de um mesmo
material conferem a ele uma diminuicdo de seu tempo de presa devido a uma mais
rapida reacdo de hidratacdo. O objetivo desse estudo foi a obtencdo de dois
tamanhos menores do que o original de particulas do silicato tricalcico puro (Mineral
Research Processing, Meyzieu, Franca), caracteriza-lo, verificar suas propriedades
fisico-quimicas, bacterioldgicas e de bioatividade para a obtencdo de novos
compostos a base desse material. O pd de silicato tricélcico bruto foi moido e
obtidos dois novos tamanhos de particulas: moido e supermoido. Foram
caracterizados através de Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV), Difratometria
de Raio X (DRX), aparelho CILAS a laser para medi¢cdo do tamanho de particula,
método BET de medicdo de area de superficie e picnometria. Foram analisados
bacteriologicamente pelo teste de concentracdo inibitéria minima. Foram testados
seu tempo de presa inicial, degradacéo, medidas de pH e ions célcio pos-hidratacéo,
assim como pelos testes de bioatividade microRaman, MEV e DRX ap@s imersos em
Solucdo Fisiologica (SBF). Os resultados mostraram que quanto menor o tamanho
de particula, menor seu tempo de presa, maior degradacdo, melhor liberacdo de
ions e capacidade antimicrobiana, além de mais rapida atividade de bioatividade. A
obtencdo de cimentos endoddnticos com particulas pequenas torna-se promissora
para a obtencdo de cimentos que penetrem em tubulos dentinarios ou mesmo
cimentos para reparos bioativos.

Palavras-chave: Cimentos Endodonticos. Silicato Tricélcico. Nanotecnologia.
Bioatividade.Endodontia.



ABSTRACT

Tricalcium silicate cements are currently known in Endodontics for presenting
biocompatibility and bioactivity. They are cements that react with water and have an
antimicrobial capacity. Smaller particles of the same material give it a reduced setting
time due to a faster hydration reaction. The aim of this study was to obtain two sizes
smaller than the original particles of pure tricalcium silicate (Mineral Research
Processing, Meyzieu, Franca), characterize it, verify its physicalchemical,
bacteriological and bioactivity properties to obtain new compounds based on this
material. The crude tricalcium silicate powder was ground and two new patrticle sizes
were obtained: ground and super ground. They were characterized using Scanning
Electron Microscope (SEM), X-Ray Diffractometry (DRX), CILAS laser device for
particle size measurement, BET method of surface é&rea measurement and
pychometry. They were analyzed bacteriologically by the minimumin hibitory
concentration test. Its initial setting time, degradation, pH measurements and calcium
ions after hydration were tested, as well as by microRaman, MEV and DRX
bioactivity tests after immersion in Physiological Solution (SBF). The results showed
that the smaller the particle size, the shorter its setting time, greater degradation,
better ion release and antimicrobial capacity, in addition to faster bioactivity activity.
The manufacture of endodontic cements with small particles is promising for
obtaining cements that penetrate dentinal tubules or even cements for biactive repair.

Key Words: Endodontic Cements. Tricalcium Silicate. Nanotechnology. Bioactivity.
Endodontics.
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1 INTRODUCAO

Sdo chamados cimentos hidraulicos em endodontia aqueles que tém
capacidade de endurecimento quando reagem com agua (AGRAFIOTI et al., 2016;
DUTTA; SAUNDERS, 2014). Dentre estes, o cimento de silicato tricalcico ganhou
especial énfase nos udltimos anos na terapia endodéntica (KIM et al., 2018). Seu
mecanismo de acéo inicia quando o po6 de silicato tricalcico entra em contato com a
agua, formando um gel de silicato de célcio hidratado e hidréxido de calcio que se
dissocia ionicamente ao longo do tempo (CAMILLERI, 2007, 2008a; LAZIC, 1995).

Com o aumento da quantidade de ions calcio e sua reacdo com os fosfatos
dos fluidos fisiol6gicos teciduais, inicia-se a formacéo de apatita na superficie das
particulas do material (HAN; OKJI, 2013; NIU et al., 2014; YANG; TROCZYNSKI;
LIU, 2002). Esse mecanismo € responsavel pela biocompatibilidade e bioatividade
do cimento (JITARU et al., 2016). As propriedades bioativas produzem um ambiente
propicio para a inducéo, diferenciacdo e proliferacdo celular, capazes de promover
mineralizacdo (DONNERMEYER et al.,, 2019, JAFARI, F.; JAFARI, S., 2017;
PINHEIRO et al., 2018; PRATI;GANDOLFI, 2015; RODRIGUEZ-LOZANO et al.,
2017; SULTANA et al., 2018; TORABINEJAD et al., 2018).

O processo, desde o inicio da hidratacdo dos cimentos até os estagios mais
avancados de bioatividadein vitro e in vivo, ainda esta sendo amplamente estudado.
A interacdo desses cimentos com o0s tecidos do corpo humano comeca na sua
insergcéo e persiste por anos, fazendo com que o material possa ser considerado
dindmico (CAMILLERI; MALLIA, 2011; GANDOLFI et al., 2010).

O poder alcalinizante do material, que provém da liberacédo de ions hidroxila a
partir do hidroxido de calcio, € o responsavel por sua capacidade antimicrobiana
(ESTRELA et al.,, 1999; KAPRALOS et al., 2018; KOTROULIS et al.,, 2019;
ZEHNDER et al., 2006). A presenca de bactérias € a causa mais comum de falhas
de um tratamento endodéntico devido ao seu poder de penetracdo em tubulos
dentinarios e ramificacbes do canal (NAIR et al.,, 2005; SIQUEIRA JR et al,
2000;SJOGREN et al., 1997). InfeccBes endodonticas refratarias sdo aquelas que
persistem no sistema de canais radiculares mesmo ap0s as terapias advindas do
preparo quimico e mecanico do tratamento (SIQUEIRA JR et al., 2014). A bactéria

mais comumente encontrada nessas situacdes € a Enterococcus faecalis
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(ZHANG;DU; PENG,2015). Estrela et al.,(1995) mostraram que ions hidroxila afetam
a membrana celular e a atividade enzimatica dos microrganismos.

O Agregado Trioxido Mineral (MTA) foi o primeiro cimento a base de silicato
gue comecou a ser estudado em meados dos anos 90 na Universidade de Loma
Linda, na Califérnia. Possui caracteristicas que o tornam um cimento ideal para uso
em diversas situacgdes clinicas, como, por exemplo, selamento de apices radiculares
em casos de cirurgias apicais e reparo de raizes que apresentam solucdo de
continuidade (TORABINEJAD et al., 1997). Esse material, contudo, pode apresentar
algumas limitacdes, como tempo de presa prolongado e consisténcia desfavoravel
na manipulacdo (TORABINEJAD et al., 1995a,b).

A alteracdo na composicdo quimica do MTA vem sendo sugerida a fim de
possibilitar a melhora nas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas (CAMILLERI,
2015; DUARTE et al., 2018; KHAN; SYED, 2019; PARIROKH; TORABINEJAD,
2010; TORABINEJAD; PARIROKH, 2010). A essa nova classe de materiais da-se o
nome de bioceramicos, ou cimentos a base de silicato de calcio (HA; KAHLER,;
WALSH, 2017).

O tamanho de particulas de cimentos odontolégicos de silicato de calcio foi
primeiramente estudado por Kent e Wilson (1971). Os autores concluiram que a
granulometria do p6é tem grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas. A
simples modificacdo do tamanho das particulas do material, em especial sua
diminuicdo ou a adi¢do de nanoparticulas, diminui seu tempo de presa (ABDALLA et
al., 2019; LEE et al., 2018; SAGHIRI et al., 2012), ndo afetando suas propriedades
bioldgicas (TORABINEJAD et al., 2017a). Ainda, aumenta a area de superficie, e por
consequéncia sua reatividade (PRENTICE; TYAS; BURROW, 2005). Por outro lado,
particulas maiores podem levar a diminuicdo da resisténcia do material (BRUNE;
SMITH, 1982; KENT; WILSON, 1971).

Asgary et al. (2008) desenvolveram um material chamado Mistura Enriquecida
com Célcio (CEM). Este material apresenta na sua maioria particulas pequenas de
oxido, fosfato, carbonato, silicato, sulfato e cloreto, todos de calcio. As propriedades
fisicas foram melhoradas, como o selamento. O mesmo foi observado por
Soheilipour et al. (2009). Com efeito, outros cimentos bioceramicos, como o
Biodentine, apresentam reducdo no tempo de presa devido a adicdo de particulas
com menor tamanho (DAWOOD et al., 2017). JA o Bioagreggate, apds sua

hidratacdo, forma uma trama de nanocompositos de gel de silicato tricalcico e
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hidroxido de calcio (GRECH; MALLIA; CAMILLERI, 2013). O gel hidratado de
nanoparticulas de silicato de célcio com a hidroxiapatita, que também faz parte da
composicdo do cimento, forma um vedamento estanque na regido onde este foi
inserido.

Diante do exposto, torna-se necessario o estudo do principal componente dos
cimentos a base de silicato de célcio, o silicato tricalcico puro, para a partir dai,
viabilizar a adicdo de novas substancias e o advento de novos produtos (NIU et al.,
2014). Sendo assim, o objetivo deste trabalho é caracterizar e avaliar as
propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e bacteriologicas do po6 de silicato tricélcico
puro (Mineral Research Processing, Meyzieu, Franca) com diferentes tamanhos de

particulas para uso na endodontia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SILICATO TRICALCICO

Os cimentos a base de silicato se apresentam nas formas di ou tri fases de
calcio. Os silicatos tricalcicos possuem maior relevancia nos processos bioldgicos de
bioatividade quando comparados ao dicalcico (CHEN et al., 2009a; DARVELL; WU,
2011; FORMOSA et al., 2012; WANG; SUN; CHANG, 2008). Podem também ser
chamados de cimentos hidraulicos por reagir com agua na temperatura ambiente
para a formacdo de uma massa sélida. Esse processo torna-se de grande
importancia para o cirurgido-dentista clinico, uma vez que a umidade dos locais que
recebem o material ndo interfere na configuracdo e propriedades do cimento
(DUTTA; SUANDERS, 2014).

O cimento de silicato tricalcico na sua forma pura comecou a ser estudado
como um possivel substituto ao 0sso por ser um material bioativo (HUAN; CHANG,
2007a, 2008 a,b; ZHAO; CHANG, 2004; ZHAO et al., 2005; ZHAO; CHANG; ZHAI,
2008), e, a partir dai, passou a ser estudado como um material com potencial para
uso odontoldgico (CHEN et al., 2009a; WANG; SUN; CHANG, 2008).

Foi estudado como material restaurador em dentes posteriores (LAURENT et
al., 2008), e como material obturador de canais radiculares (WANG; SUN; CHANG,
2008), porém mostrou ser degradavel e possuir alto tempo de presa (ZHAO et al.,
2005).

O silicato tricélcico, também conhecido como Alite ou C3S, é o principal
componente do clinquer do cimento Portland e responsavel por suas propriedades
mecanicas apés hidratacdo e cura (TENORIO et al., 2003). Também é o principal
constituinte do MTA (CAMILLERI et al., 2005; CAMILLERI, 2007, 2008a;
TORABINEJAD; WHITE, 1995), material utilizado na endodontia como selante de
perfuracbes e nas retro-obturacdes. Possui boas propriedades fisico-quimicas
(HUAN; CHANG, 2008a) e induz a diferenciacéo e o crescimento celular, indicando
biocompatibilidade e bioatividade (LAURENT et al., 2008; RIDI et al., 2005; ZHAO et
al., 2005; ZHAO; CHANG; ZHAI, 2008; WANG et al., 2008). A principal vantagem do
estudo e uso do silicato tricalcico puro na producédo de um material bioceramico é

evitar o uso do MTA, pois, apesar de possuir as mesmas propriedades favoraveis
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(CHEN et al., 2009a,b; FORMOSA et al., 2012), tem a desvantagem da presenca do
aluminato tricalcico e outros metais pesados (DAMMASCHKE et al. 2005,
CAMILLERI et al. 2005)

O silicato tricalcico é sintetizado através de reacdo solido-fase entre o 6xido
de célcio, ou do carbonato de célcio e 6xido de silicio. O mecanismo de reacdo é
lento e altas temperaturas sdo necessarias, além de calcinacdes repetidas para sua
completa formacdo (CARLSON, 1931; MOHAN, 1977; WELCH; GUTT, 1959). Pode
também ser sintetizado pelo processo sol-gel (BALBINOT et al., 2020; DING; SHIEB;
WANGA, 2009), podendo ajustar as concentracdes de célcio e silicio, melhorando as
propriedades fisico-quimicas, como diminuicdo do tempo de presa e melhora na
capacidade de formacao de apatita (ZHAO et al., 2005; KAUR et al., 2016). Isso da-
Se porque 0 processo ocorre em temperatura ambiente, levando a formacao de um
gel com particulas mais porosas e com maior area de superficie (BAINO; FIORILLI;
VITALE-BROVARONE, 2017; BALBINOT et al., 2020).

2.1.1 Tamanho de Particulas

E bem conhecido que o tamanho de particula inicial do p6 tem um impacto
importante sobre a cinética de hidratacdo, microestrutura e as propriedades finais do
cimento pés-hidratacdo (BENTS et al., 1999; FRIGIONE; MARRA, 1976; KNUDSEN,
1984; POMMERSHEIN, 1987; SCRIVENER, 1984; TENOUTASSE; DONDER,
1970). Sendo assim, menores tamanhos de particulas com maior area de superficie
permitem maior nimero de sitios de hidratacdo, diminuindo o tempo de presa do
cimento, além de favorecer outras propriedades fisico-quimicas do material (DE
CESARE et al., 2021).

Com o advento de bioceramicos, cimentos a base de silicato de calcio foram
desenvolvidos com tamanhos menores de particulas quando comparado ao MTA,
que possui tamanho entre 1-10 microgramas (pg) para o MTA cinza (LEE et al.,
2004), tornando mais facil seu manuseio e possibilitando a penetracdo do material
nos tubulos dentinarios (KOMBAYASHI; SPANGBERG, 2008; LEE et al., 2017; MC
MICHAEL et al., 2016).

As nanoparticulas mostram-se uma alternativa promissora para o

desenvolvimento de cimentos a base de silicato de calcio como os bioceramicos. O
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Nano White MTA (NW-MTA- Kamal Asgar Research Center) foi proposto por Saghiri
et al. (2012) e patenteado pelo mesmo autor. Houve reducdo do tamanho das
particulas para aumentar a superficie de reacdo, porém este tamanho nao foi citado.
O material também possui sal de estroncio, aumentando sua bioatividade (SAGHIRI
et al., 2012; ZAFAR; JAMAL; GHAFOOR, 2020).

Quando a terapia endodontica se faz necesséria na rotina clinica do cirurgiéo-
dentista, a escolha dos materiais utilizados é de suma importancia, uma vez que
podem estar em contato direto com as células e os tecidos do periodonto. Por isso, é
necessario que estes materiais apresentem boas caracteristicas fisico-quimicas e
biologicas (NDONG et al., 2012).

2.1.2 Mecanismo de Acéo

Os cimentos a base de silicato de calcio constituem-se de um pé que em
contato com agua forma uma reacdo quimica chamada de reacdo de hidratacao.
Através dessa reacdo, forma-se uma fase de gel coloidal de silicato de célcio
hidratado e outra fase de hidroxido de calcio (LEE; MONSEF; TORABINEJAD,1993).
O hidroxido de célcio produzido com a mistura libera ions célcio que, em contato
com o dioxido de carbono e fluidos fisiologicos contendo fosfato encontrados nos
tecidos, dao origem a cristais de carbonato de célcio e apatitas carbonatadas que
sao similares as unidades estruturais do 0sso. A presenca da fibronectina promove a
adeséo celular, e consequentemente a formagdo de tecido duro ou de reparo por
osteoblastos que reconhecem a composicdo quimica semelhante da estrutura
formada (BOZEMAN; LEMON; ELEAZER, 2006; HAN; KODAMA,; OKIJI, 2015; HAN;
OKJI, 2013; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009; SARKAR et al., 2005).
Podemos dizer que o cimento a base de silicato de céalcio também possui grande
capacidade de formacgao de tecido duro quando em contato com tecidos vitais, pois
auxilia na rapida neoformacdo de cemento e 0sso, que pode ser chamado de
selamento biolégico (KOH et al., 1997, 1998).

Os ions hidroxila, também liberados com a dissociacéo iénica do hidroxido de
calcio, elevam consideravelmente o pH do meio, tornando o ambiente alcalino, e
portanto indspito a microrganismos. Por isso, eles sdo responsaveis pelo poder
bactericida do material (HOLLAND et al., 1999).
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2.1.3 Biocompatibilidade e Bioatividade

Os materiais podem ser classificados em quatro categorias diferentes
dependendo de sua interacdo com os tecidos humanos. Dessa forma eles podem se
apresentar como materiais toxicos, bioinertes (biocompativeis), bioativos ou
biorreabsorviveis (HENCH, 1991; WANG, 2015).

Os cimentos a base de silicato de calcio sédo conhecidos atualmente na
endodontia por apresentarem duas principais propriedades: a biocompatibilidade e a
bioatividade (GUVEN et al., 2013; MOINZADEH et al., 2016; RICUCCI et al., 2020;
WALSH et al., 2018). A biocompatibilidade de um cimento pode ser definida pela
capacidade que esse material tem de ndo causar danos aos tecidos organicos onde
ele é inserido, conseguida através da inércia quimica e biolégica (WILLIANS, 2008).
Ja a bioatividade de um cimento refere-se a capacidade desse material de causar
mudancas no local do organismo onde ele for inserido (DEBELIAN; TROPE, 2016).
Essas mudancas levam a inducao, diferenciacédo e proliferacdo celular, necessarias
para que aconteca o reparo cicatricial do tecido (CHEN et al., 2019).

Para testar os parametros de biocompatibilidade, bioatividade e
mutagenicidade dos materiais, inicialmente séo realizados ensaios in vitro (PRIMUS;
TAY; NIU, 2019; SHEN et al.,, 2015). Quando estes mostrarem bons resultados,
prossegue-se com 0S ensaios em animais e posteriormente 0s testes em seres
humanos (HAKKI et al., 2009). Os ensaios celulares in vitro sdo métodos simples, de
baixo custo, faceis de serem executados e auxiliam na compreensdo dos
mecanismos de toxicidade celular (LEE et al., 2012; MODARESZADEH et al., 2011,
NAGHAVI et al., 2014; SAMYUKTHA et al., 2014). As normas internacionais
estabelecem que a citocompatibilidade dos materiais odontologicos deve ser em
torno de 70% (WANG et al.,, 2018), e cimentos a base de silicato de calcio
apresentam boas caracteristicas de viabilidade celular (PINHEIRO et al., 2018).
Além disso, promovem algum grau de resposta inflamatdria, porém essa resposta é
clinicamente aceitavel e restrita a curtos periodos, a0 mesmo tempo em que
apresentam caracteristicas de reparo tecidual (PINHEIRO et al., 2018).

Para a formagdo de tecido mineralizado & necessario que as células
indiferenciadas se diferenciem em células progenitoras, como osteoblastos e
cementoblastos, e que o material colocado no local tenha propriedades bioativas
(TANOMARO FILHO et al., 2017). Sarkar et al., (2005) foram os primeiros
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pesquisadores que testaram a bioatividade in vitro de um cimento a base de silicato
de célcio usando as normativas da Organizacao Internacional de Padronizacao (ISO
22.317), que serve de protocolo para esses tipos de testes. Os autores analisaram a
formacdo de apatita sobre a superficie do cimento apds exposicdo do mesmo ao
SBF (solucéo fisioldgica rica em fosfato).

Um pH alcalino é favoravel para a formacdo mineral pois potencializa a
atividade da fosfatase alcalina, sintese de colageno tipo | e osteocalcina, elementos
essenciais para formacdo de matriz mineralizada. A osteocalcina € uma proteina néo
coldgena, responsavel pela formacdo de tecido duro. Bem como a sialoproteina
Ossea, responsavel pela formacdo de tecidos como 0sso, cemento e dentina.
Cimentos a base de silicato de célcio foram relatados como materiais que permitem
a expresséo de genes formadores de matriz mineralizada (TANI-ISHII et al., 2007).

Ainda sdo conhecidos por inibir a osteoclastogénese e a reabsorcdo 0ssea
com efeitos semelhantes a medicamentos do grupo de bifosfonados (KIM et al.,
2019). O pH alcalino, assim como a inibicAo da via autofagica, bloqueiam a
formacao de células de reabsorcdo e favorecem a formacdo déssea (TIAN et al.,
2015).

2.2 CIMENTOS A BASE DE SILICATO DE CALCIO- MATERIAIS

2.2.1 Cimento Portland

O primeiro cimento a base de silicato de célcio usado na odontologia foi
ocimento Portland, utilizado na construcdo civil. E composto por clinquer Portland
(silicatos de célcio com propriedades hidraulicas); sulfato de calcio; produtos
derivados da alta temperatura utilizada; materiais pozolanicos (materiais de silicio ou
silicio-aluminio) que na presenca de agua reagem com o hidroxido de calcio e
carbonato de calcio (TAVARES; LUIZ, 1997).

Foi utilizado no final do século XIX para obturacdo de canais radiculares
(WITTE,1878). Um século depois, Torabinejad patenteou o uso do cimento Portland
na endodontia com a seguinte composicdo: silicato tricalcico, silicato dicalcico,
aluminato tricélcico e aluminoferrito de tetracalcio- PATENTES 5415547 e 5769638
(TORABINEJAD; WHITE, 1995, 1998); esse material foi descrito num artigo
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cientifico chamado de “MT Agregado” (LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993;
PRIMUS et al., 2019).

2.2.2 Mineral Trioxido Agregado - MTA

O MTA foi introduzido na Endodontia em 1993 por Torabinejad na
Universidade de Loma Linda, Califérnia, como material retro-obturador e de reparo
de perfuracbes laterais e de furca (LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993;
TORABINEJAD; WATSON; PITT FORD, 1993). Foi aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 1997, nos Estados Unidos da América, produzido e
comercializado pela empresa Dentsply com o nome de ProRoot. E o cimento de
silicato tricalcico mais conhecido e tido como padrdo ouro para reparos em
endodontia (COSTA; GOMES; FERNANDES, 2016; DARVEL; WU, 2011; GUVEN et
al., 2013). Atualmente, € um dos materiais mais estudado e mais citado em artigos
cientificos em toda a area da odontologia (YILMAZ; DINCOL; YALCIN, 2019;
AHMAD; ELGAMAL, 2020).

Sua composicdo é similar a do cimento Portland, contendo 80% do clinquer
(FUNTEAS; WALLACE; FOCHTMAN, 2003), acrescido de 20% (TORABINEJAD et
al., 1995a) de 6xido de bismuto, utilizado como radiopacificador (ASGARY et al.,
2006). Apesar da semelhanca, ndo se trata do mesmo material (DAMMASCHKE et
al., 2005). O MTA possui particulas de menor tamanho, contém menor carga de
metais pesados e ainda passa por um processo de purificacdo durante seu
manufaturamento (ISLAN; CHNG; YAP, 2006). Possui alto pH e alta liberacdo de
ions calcio (ESTRELA et al.,, 1999; MAENO et al.,, 2005). Sua interacdo com 0s
tecidos € constante e persiste por anos apés sua insercdo (CAMILLERI; MALLIA,
2011; GANDOLFI et al.,, 2010; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009).
Possui ainda baixa solubilidade, propriedade antibacteriana, boa resisténcia a
compressédo, impede a infiltracdo marginal e permite sua utilizagdo em ambientes
umidos sem perda das propriedades (PARIROKH; TORABINEJAD, 2010).
Apresenta excelente radiopacidade, conferida pelo o6xido de bismuto, sendo
semelhante a guta-percha, e mais radiopaco que 0 0sso e a dentina (CHEDELLA;
BERZINS, 2010; TORABINEJAD et al., 1995a; TORABINEJAD; PARIROCH, 2010).
E um material biocompativel e bioativo (BRAMANTE et al., 2013; KATSAMAKIS et
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al., 2013), permitindo a formacdo de apatita na superficie das suas particulas e a
adesdo celular (AL-RABEAH; PERINPANAYAGAM; MACFARLAND, 2006;
GANDOLFI et al., 2010; HAN; OKIJI, 2015), caracteristica essa que, combinada com
sua capacidade de selamento (MITCHELL et al., 1999; TORABINEJAD; PARIROKH,
2010), confere ao material diversas utilidades.

Desta forma, sua aplicacdo € indicada em casos de apicetomia como material
retro-obturador (PARIROKH; TORABINEJAD, 2010; TSESIS et al., 2013; WALSH et
al., 2014), perfuragcbes (MENTE et al., 2014), reabsorcdes dentarias (NUNES et al.,
2012; REWARD; SEDGLEY, 2011; SALGAR et al.,, 2011; UTNEJA et al., 2012;
WHITE; BRYANT, 2002), capeamento pulpar ou pulpotomia (TORABINEJAD;
CHIVIAN, 1999), apicificacdo e apicogénense (PARIROKH; TORABINEJAD, 2010).
Ainda é indicado no tratamento regenerativode apices incompletos (KAUP;
SCHAFER; DAMMASCHKE, 2015; TORABINEJAD et al., 2017b), recobrindo o
coagulo, na tentativa assim de conseguir a revascularizacao pulpar e término da
formacdo radicular (HUANG, 2008). Foi citado também no tratamento de dentes
traumatizados fraturados, usado numa mistura com sangue (CHANIOTIS, 2014).

E um material que apresenta altas taxas de sucesso reportadas na literatura.
Von Arxe et al. (2019) relataram 86,8% de cura apds 10 anos em pacientes que
realizaram cirurgia apical. Siew, Lee e Cheung (2015) relataram mais de 70% de
cura nos casos de reparo de perfuracdo em uma meta-analise.

E apresentado em duas versdes, ou coloracdes: o MTA cinza e o branco,
sendo que este Ultimo ndo possui ferro em sua composicdo (CAMILLERI et al.,
2005). O MTA branco foi langado no mercado em 2002, pois a versao cinza causava
manchamentos dentarios (DAMMASCHKE et al., 2005). As duas versbes
apresentam, de acordo com a literatura, as mesmas propriedades (FRENKEL;
KAUFMAN; ASHKENAZI, 2011; ESKANDARIZADEH et al., 2012).

As desvantagens estdo relacionadas ao prolongado tempo de presa
(DAWOOD et al., 2015), dificil manipulacdo e insercdo na cavidade devido a sua
consisténcia arenosa (BASTURK et al., 2013; DAWOOD et al.,, 2015; KAUP;
SCHAFER; DAMMASCHKE, 2015; OLIVEIRA; PANDOLFELLI; JACOBOVITZ, 2010)
e que pode resultar no deslocamento do material depois de inserido na cavidade
(BORTOLUZZ] et al., 2015), além do alto custo (MENEZES et al., 2004; SAIDON et
al., 2003).Tais desvantagens induzem pesquisadores a acrescentar componentes ao

MTA, a fim de melhorar suas propriedades, sejam elas fisico-quimicas, biolégicas ou
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mesmo para manter sua acao antimicrobiana (ABDULAHHA et al., 2002; AKBARI et
al., 2013; BORTOLUZZI et al., 2009; KOGAN et al., 2006; LEE et al., 2011).

A partir disso, uma nova categoria de materiais surge com a incorporacéo de
diversas substancias e trocas de outras da constituicdo original do MTA na tentativa
de minimizar suas desvantagens, porém mantendo sempre a composi¢ao original e
vantajosa do produto: o silicato tri/dicalcico (MOZAYEN et al., 2009, 2012;
PIRZADEH- ASHRAF et al., 2018).

2.2.3 Bioceramicos

Os bioceramicos sao apresentados de duas maneiras na endodontia:
cimentos usados com finalidade reparadora, nesse caso apresentando-se
geralmente na forma po6 + liquido, e cimentos usados com finalidade obturadora de
canais radiculares, geralmente na forma de pastas pré-misturadas (nanoparticulas
de silicato de calcio com um polimero).

Ceramicas sdo materiais nao organicos, ndo metdlicos, obtidos pelo
aquecimento em altas temperaturas de minerais brutos. S&o biocompativeis, com
alta capacidade bioativa (DEUBENER et al., 2018; RAGHAVENDRA et al., 2017).
Sdo materiais desenvolvidos especialmente para aplicacdes biomédicas
(THRIVIKRAMAN et al., 2014), resultantes da combinagéo de silicato de calcio com
outros componentes, podendo ser o fosfato de calcio, particulas de alumina, zircbnia
e vidros bioativos (JAMES,1995; WANG et al., 2004; NASSEH, 2009). O termo
“bioceramico” aparece primeiramente relacionado ao BioAggregate (Innovative Bio
Ceramix Inc.- Canada) em 2009. Porém, o termo € usado para todos 0s cimentos
hidraulicos, incluindo o MTA (HA; KAHLER; WALSH, 2017).

Zhao et al. (2005) estudaram as propriedades fisico-quimicas e a bioatividade
de um cimento experimental de silicato tricélcico. Os resultados mostraram que o
material induziu a formagéo de hidroxiapatita e se dissolveu lentamente nos fluidos
corporais, aléem de estimular o crescimento celular quando utilizado em certas
concentragdes. Isso mostrou a excelente bioatividade do mesmo. Camilleri (2011)
substituiu o cimento Portland por silicato tricalcico como material base de cimentos
como MTA e verificou a formacdo de hidrato de silicato de calcio e hidroxido de

calcio, concluindo ser uma substituicdo viavel. Yanamoto et al. (2017) avaliaram a
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liberacdo de ions célcio, pH e formacdo de apatita de um protétipo de cimento
hidraulico a base de silicato tricalcico. Foram comparados trés materiais: o cimento
de silicato experimental, 0 MTA ProRoot branco, e Theracal LC (um cimento a base
de resina modificada contendo silicato de calcio). O protétipo estudado apresentou
resultados similares ao MTA com formacao de ions célcio, alcalinizacdo e formacéo
de precipitado de apatita.

Huang e Chang (2008b) realizaram um estudo no qual acrescentaram uma
pasta contendo carbonato de sodio a 10, 15, 20 e 25% aos cimentos de silicato no
intuito de melhorar seu tempo de presa e resisténcia a compressao. A bioatividade e
degradacdo dos componentes da pasta também foram testados. Os resultados
mostraram que o0 tempo de presa diminuiu significativamente, a resisténcia a
compressdo aumentou depois de 24 h da presa, e ainda apresentou boa
bioatividade e moderada degradacdo, sendo este um bom aditivo ao cimento de

silicato.

2.2.4 Classificagdo dos materiais a base de silicato de calcio

Ao longo do tempo, os cimentos também foram classificados em geracdes,
sendo os de primeira geracdo os primeiros MTAs que surgiram, o MTA ProRoot
branco e cinza da empresa Dentsply. Na segunda geracdo, aparecem as
modificacdes feitas no MTA. Para a terceira geracdo entram materiais provenientes
do silicato tri/dicalcico como o Biodentine (Septodont). Na quarta geracdo aparecem
misturas de cimento hidraulicos, como as misturas de silicato e fosfato de calcio, por
exemplo, o Endosequence fabricado pela Brassler, e os cimentos modificados por
resina como o Theracall da empresa Bisco (DUTTA; SAUDERS, 2014; ZAFAR;
JAMAL; GHAFOOR, 2020).

Num artigo recente, Camilleri (2020) propde uma nova classificacdo devido a
variedade de materiais existentes. Desde a introducdo do MTA, os materiais
hidraulicos a base de silicato de calcio sofreram diversas modificacdes, incluindo
suas aplicacdes clinicas e beneficios. Desse modo, a incorporacdo de substancias
modificadoras ao material gerou diferentes reacdes quimicas e seu comportamento

pode variar também dependendo do local onde ele for inserido. A classificacao,
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entdo, leva em conta dois parametros: primeiro, o local de insergéo, que nesse caso

pode ser:

Intracoronério: materiais utilizados para capeamentos pulpares ou como
barreiras em casos de Endodontia Regenerativa;

Intrarradicular: materiais utilizados para obturacdo de canais radiculares ou
formacdes de plugs apicais; e

Extrarradicular: materiais utilizados para reparos de perfuracbes ou

vedamento de apices em casos de cirurgias parendodonticas.

Leva em conta ainda suas composicdes, inclusao de aditivos, além da mistura

com agua ou polimero. Nesse caso surgem cinco tipos:

Tipo |- Material advindo do cimento Portland, sem a inclusdo de aditivos e
misturado com agua. Exemplo: ProRoot MTA (Dentsply);

Tipo IlI- Material advindo do cimento Portland, com a adi¢cdo de aditivos e
misturado com agua. Exemplo: MTA Angelus, MTA HP Repair (Angelus);
Tipo lllI- Material advindo do cimento Portland, com a adi¢éo de aditivos e
misturado com polimeros hidrossoluveis. Exemplo: Bio C Angelus;

Tipo IV- Material advindo do silicato dicalcico ou tricalcico, com adicao de
aditivos e misturado com agua. Exemplo: Biodentine, Bioroot (ambos
Septodont); e

Tipo V- Material advindo do silicato dicélcico ou tricalcico, com a adi¢do de
aditivos e misturado com polimeros hidrossoltveis. Exemplo: Totalfill (FKG

Dentaire).

A partir do levantamento bibliografico realizado, faltam estudos que analisem

0 comportamento do composto quimico principal dos cimentos tipo IV e V, o silicato

tricalcico puro, quando apresentado em diferentes tamanhos de particulas.



3 PROPOSICOES

3.1 OBJETIVO GERAL

Testar o cimento de silicato tricalcico puro (Mineral Research Processing,

Meyzieu, Franca), em trés diferentes tamanhos de particulas, quanto as

propriedades fisico-quimicas, antimicrobianas e de bioatividade para que sirva como

componente base de cimentos bioceramicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as particulas do p6 por meio da:

v
v
v

Medicéo do seu tamanho;

Medicdo da densidade real através de Picnometria de gas hélio (He);
Andlise da natureza cristalina através de difratometria de Raios X
(DRX);

Andlise da forma e tamanho pela microscopia eletrénica de varredura
(MEV);

Area de superficie pelo método BET.

e Realizar o teste antimicrobiano por meio do:

v

Teste da Concentracao Inibitéria Minima.

e Realizar os testes Fisico-Quimicos por meio do:

v
v
v

Tempo de presa inicial,

Degradacao dos cimentos;

pH em agua deionizada nos tempos: imediato, 3 h, 1dia, 7, 14, 21 e 28
dias pos-hidratacéo;

Quantificagdo da liberacdo de ions célcio em &gua deionizada por
Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-OES) nos tempos poés-hidratagdo de: 1 dia, 14 e 28 dias.
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e Realizar os testes de bioatividade por meio da:
v' Analise da deposicdo mineral com o uso do espectrofotdbmetro de micro
Raman nos tempos pdés-hidratacdo de: imediato, 1 dia, 7, 14 e 28 dias;
v" Analise da deposi¢do mineral dos cimentos hidratados utilizando MEV
nos tempos poés-hidratacdo de: imediato, 1 dia, 7,14 e 28 dias e
v' Analise de fases cristalina e amorfa utilizando o DRX, 28 dias apés a

hidratag&o.



4 MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foi utilizado Silicato Tricalcico (Mineral Research
Processing, Meyzieu, Franca) (Figura 1) que passou inicialmente por um processo
de desaglomeracdo de particulas. Para isso, o material foi colocado associado ao
alcool anidro num moinho planetario Retsch (PM 100 CM, Haan, Alemanha) (Figura
2), com jarro revestido de zirconia e microesferas de zirconia por 5 min. A seguir, 0
material foi seco em estufa (CIENLAB Equipamentos Cientificos - modelo CE-
220/100, Campinas, Sao Paulo, Brasil) por 24 h a 37°C.

Figura 1- SilicatoTricélcico Puro. Figura 2- Moinho Planetério de Alta Energia.
Fonte: Elaborada pela Autora (2021). Fonte: Dados do fabricante.

4.1 MOAGEM DE ALTA ENERGIA

Para a diminui¢cdo do tamanho das patrticulas foi utilizado o mesmo moinho na
desaglomeracdo de particulas. A moagem utilizou microesferas de zircbnia com
diametro entre 0,3 e 0,4 mm e peso total de 30 g, a velocidade de 300 rpm, criando
dois novos tamanhos de particulas além do tamanho original que fizeram parte dos

grupos experimentais. O tempo de moagem foi de 1 h para o grupo moido e de 2 h
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para 0 supermoido. Para isso, foi utilizado 5 g do p6 para 5 ml de alcool

anidro.Depois do processo de moagem, o material foi seco em estufa a 60 °C por 24 h.

4.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL

Para a caracterizacdo do silicato tricalcico foram utilizados técnicas e

equipamentos conforme Quadrol.

Quadro 1- Técnicas e equipamentos utilizados na caracterizacdo do p6 de silicato
tricalcico.

Caracterizagao Técnicas Equipamento

Tamanho das
particulas Difracdo a Laser
(Granulometria)

CILAS Particle Sizer Analyzer 1064
(Orleans, Franca)

AccuPyc 1340, Micromeritics, (Atlanta,

Densidade Real Picnometria por gas hélio Georgia, Estados Unidos da América)
Analise da natureza Difratometria de Raio X DRX Bruker modelo D8 (Bruker do
cristalina Brasil, Atibaia, S&o Paulo, Brasil)

Andlise da forma e

tamanho das Microscopia Eletronica de | Microscopio Eletrénico de Varredura

. Varredura (MEV) ZEISS EVO MA10 (Jena, Alemanha)
particulas
‘ - ~ x Monosorb Surface Area Analyzer MS-
Area Superficial Adsorgéo e dessorgdo de
Especifica nitrogénio (método BET) 13, ~Quantachrome ~(Boyton Beach,

Flérida, Estados Unidos da América)

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

4.2.1 Anélise do tamanho das particulas (Granulometria)

Foi realizada analise dos tamanhos das particulas do silicato tricélcico bruto,
moido e supermoido pelo equipamento de difracéo a laser CILAS modelo 1064. O
principio de funcionamento desse aparelho é baseado na difragcdo da luz de laser.
Segundo este principio, o angulo de difracdo de luz é inversamente proporcional ao
tamanho da particula. O aparelho possui duas fontes de laser colimado e fibra

Optica, com comprimento de onda 635 e 820 nm, e poténcia de 3e 7 mW.
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O aparelho foi ajustado para analise em cem classes, medindo particulas com
tamanhos entre 0,04 a 500 um. O po do silicato foi adicionado em fracdes, para uma
boa diluicdo, totalizando aproximadamente 5 g para cada grupo. Foi utilizada a
técnica de disperséo liquida com &lcool e duas gotas de Disperlam LP6 (Lambra
Produtos Quimicos Auxiliares, Nova Odessa, Sao Paulo, Brasil) para ndo ocorrer
aglomeracao. No aparelho, a amostra foi agitada e logo apds os feixes de laser
atravessaram e colidiram com as particulas.

As medicdes de tamanho foram realizadas pela deteccdo do angulo de
difracdo de um feixe de luz que atravessa a amostra contida em uma célula optica
(Figura 3). No plano posterior ficam lentes com placas de deteccdo acopladas a um
processador de sinal que emite as informacdes para o computador. O software

Expert Shape (Orleans, Franca) processou os resultados.

CILAS 1064

Laser
Software
Particulas

—i -

Lente

L:N r
Detectores

Figura 3- Principio de funcionamento do aparelho CILAS 1064.
Fonte: Dados do fabricante.

4.2.2 Densidade Real por Picnometria de gas hélio (He)

A picnometria utilizando He tem como objetivo avaliar a densidade e o volume
real do material. O ensaio € realizado pela comparagédo da variagcdo da pressao do
gas entre uma camara de volume conhecido e uma camara com a amostra a ser
analisada. O gas penetra na amostra e preenche os vazios, indicando a densidade e
o volume real desta. A andlise consiste em um processo de desgaseificacdo, com
sucessivas injecoes do gas para remocao de impurezas e umidade. A camara de
expansao é levada até a pressao atmosférica (P1) com a valvula de ligacéo entre as

camaras fechada. Em seguida, a valvula de ligacdo entre as camaras € aberta, de
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modo que a pressao diminui na camara de expansdo (P2). Cinco medidas de
volume do sdélido do cimento estudado (Vs) foram tomadas a partir dos resultados
parciais de P1, P2, volume da camara de expansao (Ve) e volume da camara da

amostra (Va). O calculo do volume do sélido foi realizado a partir da equacéo:
P1(vVa-Vs)=P2 (Va-Vs + Ve)

Em seguida, foi calculada a massa especifica para cada medida realizada, de

acordo com a seguinte equagao:
p= ms/vs

onde ms é a massa de sélido pesado em gramas e vs € o volume de solido

calculado pela picnometria.

4.2.3 Andlise da natureza cristalinado p6 de silicato de célcio utilizando DRX

A Difracdo de Raios X ocorre qguando os &tomos que possuem espagamentos
uniformes em um material cristalino causam interferéncia nas ondas de Raios X que
incidem sobre ele, fazendo com que esses raios difratem em diversas direcoes.
Através da medicdo dos angulos dos raios difratados, bem como da intensidade da
radiacdo e de seu comprimento de onda, consegue-se uma imagem tridimensional
da densidade de elétrons dentro do cristal. Essa densidade de elétrons nos permite
analisar as posi¢cdes atbmicas, assim como as ligacdes quimicas existentes,
permitindo a determinacdo da estrutura atdmica e molecular do cristal. Uma
substancia cristalina possui um difratograma caracteristico que a distingue de outra
substancia.

A natureza cristalina de cada amostra, ou seja, a presenca de picos de silicato
tricalcico foi identificada usando DRX (Figura 4). Foi adicionado ao aparelho 1 g de
cada grupo. A radiacdo usada foi medida em K a em tubo de cobre nas condi¢des
de 40 kV e 40 mA. A velocidade de varredura foi de 0,02° por segundo num intervalo
de 2° a 72° do gonidmetro em 2 ©. A identificacao de fases foi estabelecida pelo uso
do software, utilizando o banco de dados International Center for Diffraction Data
(ICDD) (Newtown Square, PA, USA).
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Figura 4- Difratbmetro de Raios X- Bruker Modelo D8.
Fonte: Dados do fabricante.

4.2.4 Anélise da forma e tamanho das particulas de silicato de célcio utilizando

MEV

Através de um feixe de elétrons irradiado sobre a superficie da amostra, a
MEV avaliou a morfologia e a superficie do material (Figura 5).

Uma amostra do material de cada grupo foi recoberta com ouro (material
condutor) e depois fixada em suportes metalicos (stubs) com fita dupla face de
carbono. Os stubs foram inseridos no equipamento, gerando imagens com

magnificacao de 5000 x.

Figura 5 —(A) Microscoépio Eletrénico de Varredura; (B) Imagens das amostras sendo
geradas.
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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4.2.5 Andlise da area de superficie pelo método BET: Adsorcao e dessorcao de

nitrogénio

A area superficial especifica de cada amostra foi avaliada através do método
Brunauer- Emmett- Teller (BET), pelo aparelho Monosorb Surface Area Analyzer
(MS-13, Quantachrome, Estados Unidos da América) (Figura 6), através da
adsorcao fisica de gases na superficie da amostra. Antes das medicfes, o po foi
inserido em um porta-amostras do equipamento e um bastdo de vidro foi colocado
para a reducdo de espago morto junto da amostra. O porta-amostra passou entao
por um processo de aquecimento a 300 °C por 2 h e a conexdo num compartimento
a vacuo para desgaseificacdo. Depois, as amostras foram submersas em nitrogénio
liquido para resfriamento. Este resfriamento € necessario porque a adsorcéo fisica
um fendmeno resultante de interacbes moleculares fracas, 0 que exige que as
medicdes sejam realizadas na temperatura de condensacdo do nitrogénio para
serem detectadas. Depois disso, as amostras foram submetidas ao nitrogénio em
etapas e em diferentes e conhecidas pressfes (p0), de forma que se alcancou
diferentes pressfes do vapor (p) para o equilibrio do sistema. Dessa forma, o sensor
monitora essas variadas pressdes (p) devido ao processo de adsorcdo. Quando
ocorrer a saturacdo do sistema, ndo havera mais adsorcdo de gases, determinando
o volume de gas fisicamente adsorvido na superficie do p6. Nesse caso, a amostra
foi removida e aquecida para que ocorresse a retirada do nitrogénio e sua
quantificacdo molecular. A equacao de BET foi usada para a determinacao da area
de superficie. Os dados foram apresentados na forma de um gréafico linear que
relaciona p/p0.

Equacéao de BET:

V=Vm x C x P/(P -p0) [1+ (c-1) (p/p0)]
C=exp (E1-EI/RT)
Onde:
e V =volume total do gas adsorvido,
¢ Vm= volume do gas adsorvido quando a superficie do solido estd completamente
coberta por uma monocamada,
e C = constante de BET,

e P =presséo no estado de equilibrio,
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e pO= pressao inicial do sistema,

e E1= calor de adsorcéao,

e El= calor de liquefacéo,

e R= constante universal dos gases (0,082 atm.L/mol.K)

e T=temperatura (77 K)

Figura 6- Analisador de area superficial especifica por adsor¢éo e dessor¢éo de nitrogénio.
Fonte: Dados do Fabricante.

4.3 ENSAIO BACTERIOLOGICO- CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A sobrevivéncia dos microrganismos foi observada em diferentes
concentracfes dos materiais através da inibicdo do crescimento bacteriano, em
triplicata. Todos os materiais utilizados foram esterilizados em autoclave durante 15
min a 121° C.

Para o crescimento bacteriano, inoculou-se Enterococcus faecalis (ATCC
29.212) em placa de Petri com Agar Muller Hunton, previamente preparada e
esterilizada, por 24 h em estufa a 37° C. Posteriormente, foram adicionadas
unidades formadoras de colonia (UFC) da bactéria crescidas na placa em um tubo
contendo 9 mL de uma preparacdo de salina a 0,9%. A partir de leituras em
Ultravioleta Visivel (UV-Vis), selecionando o comprimento de onda de 625 nm, a
concentracdo do microrganismo foi ajustada em 108 UFC/mL (UFC= unidades
formadoras de col6nia por mililitro), que de acordo com a escala McFarland resulta

em uma absorbancia na faixa de 0,08-0,13 nm. Partindo-se do tubo contendo 108
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UFC/mL, foi efetuada uma diluicdo com salina até chegar a uma concentracédo de
10° UFC/mL.

Diferentes concentragcdes de silicato tricalcico (0,125 g, 0,0625 g, 0,0312 g e
0,0156 g) foram colocadas em tubos de ensaio contendo 4,5 mL de Brain Heart
Infusion (BHI) e 0,5 mL do caldo contendo bactérias na concentragdo de 10°
UFC/mL. Foi realizado o controle negativo, sem adicdo do material. Os tubos de
ensaio foram identificados e colocados em estufa a 37° C por 24 h.

ApGs o periodo de crescimento, um swab estéril foi mergulhado em cada tubo
com o material e espalhado em toda a superficie de uma placa contendo agar
estéril. Todas as placas foram incubadas por 24 h a 37° C. Finalmente, o nimero de
colénias foi contado e a UFC foi determinada. Foi considerado inibicdo quando as
placas ndo apresentaram crescimento bacteriano. Aquelas placas que apresentaram
mais de 300 colbnias foram consideradas como auséncia de atividade

antibacteriana.

4.4 HIDRATACAO DO MATERIAL PARA OS TESTES FiSICO-QUIMICOS

O p6 de cada grupo passou por pesagem em balanca de precisdo semi-
analitica (Shimadzu AUY220- precisdo de 0,0001 g; Kyoto, Japao) de forma a obter
1 g do material. Logo apds, foram misturados com agua destilada com o auxilio de
uma micropipeta monocanal de volume variadvel Digipet (Curitiba, Parana, Brasil)
numa propor¢cao de 1 g/ 0,66 mL, proporcado essa definida por testes-pilotos para
definicdo da melhor proporcdo da relacdo de pé/agua para utilizagcdo na hidratacao
das particulas do p6 de silicato tricalcico. Foram manipulados em placas de vidro
lisas, incorporando o p6 ao liquido com o auxilio de uma espatula de manipulagéo
dupla n® 72 SS White/ Duflex (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) por 60 s para
obtencdo de uma mistura homogénea (Figura 7A). Todos os grupos foram
hidratados e as misturas foram entdo acomodadas com um condensador SS
White/Duflex (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) em matrizes de gesso ou

silicona.
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4.5 TESTES FiSICO-QUIMICOS
4.5.1 Teste de tempo de presa inicial

Ap6s a hidratacdo (item 4.4), as misturas foram acomodadas com um
condensado, em matrizes de gesso com diametro interno de 10 mm e altura de 2
mm. O teste de tempo de presa foi realizado de acordo com a especificacdo 1SO
6876:2000. As cavidades foram preenchidas com os cimentos manipulados (n=06).
Na sequéncia, uma agulha tipo Gillmore (Figura 7B), de 100 = 0,5 g e ponta
cilindrica com 2,0 £ 0,1 mm de di@metro incidiu verticalmente na superficie horizontal
do cimento, marcando uma indentacdo. Essa manobra foi repetida a cada 15 min e
em diferentes areas, até que a marcagcao ndo fosse mais visivel. Assim, o tempo de
presa inicial foi considerado a partir do inicio da mistura até o0 momento em que a
marca da agulha nédo foi mais visivel.

Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para avaliar a normalidade dos dados, e
o teste ndo paramétrico Kruskal- Wallis e pos-hoc de Dunn foi utilizado para avaliar
as diferencas entre os grupos (P < 0,05).

] -g..w'.w T o

e s o

Figura 7 — (A) Espatulacdo do cimento. (B) Agulha tipo Glllmore e matrlzes de gesso

preenchidas com o cimento manipulado.
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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4.5.2 Teste de Degradacéo

Apoés hidratacdo das particulas, foram confeccionadas amostras de cada
grupo com 5 mm de diametro e 3 mm de altura em moldes de silicona (n = 6). Cada
amostra, apds a presa, foi pesada e, em seguida, imersa em solucdo de TRIS-HCI
(pH 7,4 e 37 °C) de acordo com ISO 10993-14:2001e na razédo 0,1 cm™ (area de
superficie/volume de solucdo). Essa solucdo foi substituida a cada 5 dias até
completar 28 dias, quando foram analisadas (DAGUANO et al.,, 2019). Neste
momento, as amostras foram retiradas, lavadas com agua deionizada, secas em
estufa por 24 h a 37 °C e pesadas novamente. A perda de massa (Pm) foi calculada
seguindo a formula: Pm = (PO - Pd) / PO x 100%; onde PO indica o peso inicial das
amostras e Pd representa o peso das amostras secas ap0s o tempo de imersao
programado.

Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para avaliar a normalidade dos dados e

0 teste ndo paramétrico Kruskal- Wallis e pos-hoc de Dunn foi utilizado (P < 0,05).

4.5.3 Anédlise de pH

Apos hidratacdo das particulas, foram confeccionados corpos de prova com 5
mm de diametro e 3 mm de altura em moldes de silicona (n= 6). Estes corpos de
prova, apoés a presa, foram imersos em tubos Falcon contendo agua deionizada. Seu
volume foi calculado pela razdo entre a area de superficie do corpo de prova por
volume de solucédo, resultando em 0,1 cm™ (DAGUANO et al., 2019). Foi medido o
pH da solucdo com aparelho digital de bancada (Digimed DM-21, Sdo Paulo, Séo
Paulo, Brasil) previamente calibrado por solu¢cdes de pH conhecidos (4, 7 e 14). O
pH da solucéo foi medido imediatamente apos a imersédo e apos 3e 24 h, 7, 14,21 e
28 dias. A 4gua deionizada nao foi trocada e a amostra foi mantida a 37° C com 95 a
100% de umidade relativa durante todo o periodo do experimento.

Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para avaliar a normalidade dos dados.
Para avaliar diferentes materiais no mesmo tempo foi utilizado o teste né&o

parameétrico de Kruskal- Wallis e pos- hoc de Dunn (P < 0,05).
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4.5.4 Quantificacdo da liberacdo de ions célcio utilizando Espectrometria de
Emiss&o Optica por Plasma Acoplado Indutivamente

Foi utilizada a técnica de analise quimica instrumental por meio da excitacao
de plasma de argonio em altas temperaturas (7000-10000 K) para produzir uma
neblina onde os atomos da amostra emitem radiagbes entre 125 a 950 nm,
caracteristicas dos elementos que estédo ali presentes. Esses atomos sdo detectados
por sistemas Opticos e correlacionados com curvas de calibragcdo obtidas com
padrdes certificados de referéncia.

Apés a hidratagdo, foram confeccionados corpos de prova de 5 mm de
diametro e 3 mm de altura em um molde de silicone (n=1). Estes corpos de prova,
apos a presa, foram imersos em tubo Falcon contendo agua deionizada. A liberagéo
de ions célcio foi medida na &gua deionizada, onde as amostras do cimento
manipulado foram armazenadas por 24 h e 28 dias. Esta dgua nao foi trocada. Foi
seguido o protocolo para testes de quantificacdo de ions metalicos como segue:

e Homogeneizacdo da amostra;

e Pipetagem de 40 mL da agua onde estavam contidas as amostras (que foi
conservada em acido nitrico) e adicionados a um béquer de 100 mL
identificado com o cédigo da amostra;

e Pipetagem de 3 mL de &cido nitrico e adicdo ao béquer de digestao,
homogeneizando a solugéo;

e Tamponamento do béquer com um vidro relégio e colocacdo na chapa
aquecedora ligada a 120 °C;

e Reducdo da digestdo para aproximadamente 20 mL;

e Retirada do béquer da chapa aquecedora e resfriamento em temperatura
ambiente;

e Filtragem da digestdo em faixa rapida para tubo falcon de 50 mL, lavando
as paredes do béquer com auxilio de uma almotolia. ApOs esse processo

foi avolumada para 40 mL e homogeneizada.

Foi utilizado o aparelho Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry (ICP-OES 720, Agilent. Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos da
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América). A quantificacao foi realizada usando o método “Standard SMEWW” 3120B
com um limite de 0,1 mg/ mL.

Os resultados foram expressos em pg/g utilizando como parametros o peso
do corpo de prova e o volume de agua onde os mesmos foram imersos, conforme
formula a seguir:

Total de ions calcio liberados pelo peso do corpo de prova (ug/g) = total de
ions liberados por litro (mg/L) x volume da agua deionizada (L) x 1000 / peso do
corpo de prova (g) (KOUTROULIS et al., 2019).

4.6 TESTE DE BIOATIVIDADE EM SOLUCAO FISIOLOGICA BALANCEADA (SBF)

4.6.1 Andlise da deposicdo mineral utilizando Espectrofotdmetro de Micro

Raman

O espectrofotbmetro de Raman realiza uma identificacdo quimica da
superficie do corpo de prova de forma néo invasiva (WANG; YAO, 2010), utiliza-se
de uma fonte de laser que fornece informacao quimica e estrutural dos materiais,
permitindo sua identificacdo. Através dessa fonte de laser e sua luz incidente,
acontece o espalhamento da luz. O espalhamento da luz € um fenébmeno onde ha a
absorcdo e reemissdo da luz. O espectro da luz de laser espalhada depende dos
constituintes moleculares presentes na amostra e de seu estado, permitindo que
este espectro seja usado para identificacdo e analise de materiais, e pode ser usado
para investigar a interacdo do silicato tricalcico com as solucdes fisiologicas
(COLEMAN; NICHOLSON; AWOSANYA, 2007).

Ap0s hidratacéo, foram confeccionados corpos de prova de 5 mm de didmetro
e 3 mm de altura em moldes de silicona (n=1). ApOs a presa, 0s corpos de prova
foram imersos em tubos Falcon contendo Solucdo Fisiolégica Balanceada (SBF)
acelular e sem proteina com pH de 7,4 (KOKUBO; TAKADAMA, 2006) e mantidos
em estufa a 37 °C com umidade relativa de 95 a 100% por 24 h, 7, 14 e 28 dias.
Essa solucao foi trocada a cada 5 dias em funcéo da saturacdo do meio. O volume
de SBF usado foi calculado de acordo com a area da superficie da amostra, como
descrito pela norma ISO 23.317-07 (ASTM C158-02, 2012). De acordo com essa
norma, o volume de solucéo deve obedecer a relacédo: AS/ VS= 0,1 cm" 1, onde AS=
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Area de Superficie em mm?2 e VS= Volume da Solugdo. Uma amostra inicial do
material recém-manipulado e sem imersdo no SBF foi utilizada para uma analise
imediata, sendo considerado periodo zero.

Os corpos de prova, apos cada periodo experimental, foram colocados no
porta-amostra do espectrofotometro (Senterra, BrukerOptics, Ettingen, Alemanha)
(Figura 8A e B) e foram irradiados por 5 s com laser de 785 nm, 100 mW de
intensidade e 3 a 5 cm™ de resolucdo. A area da superficie da amostra avaliada foi
de 1x1mm em cem pontos equidistantes com 100 um de distancia, e trés co-adi¢cdes
de luz. O espectro Raman foi obtido na area designada, e o fosfato foi usado para
quantificar o depésito mineral na superficie. A regido de pico de fosfato (960 cm-?) foi
medida e a altura do pico foi usada como intensidade de fosfato. Esta intensidade foi
usada para plotar graficos de cores. A escala da cor indica a presenca de fosfato na
superficie do material, onde azul a roxo significa baixas deposicbes e laranja e

vermelho altas deposicdes, ou seja, quanto mais vermelho, mais fosfato.

Figura 8 —(A) imagem do aparelho. (B) Fonte de laser do espectrofotdbmetro de Raman.
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

4.6.2 Andlise da microestrutura da deposicdo mineral utilizando MEV

Os corpos de prova que passaram pela analise de Raman foram colocados
em dissecador por 24 h e apoés, recobertos com fina camada de ouro, fixados em
stubs e inseridos no MEV, gerando imagens com magnificacdes de 10.000x. A
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superficie da amostra foi analisada para verificacdo de formacbes de fosfato de
calcio e as fases de hidratacdo do silicato de calcio.

4.6.3 Andlise da natureza cristalina da deposi¢cdo mineral utilizando DRX

O DRX €& o meétodo padrédo para quantificar a fase cristalina e, por
consequéncia, a fase amorfa do material (CAMILLERI; LAURENT; ABOUT, 2014,
TORABINEJAD et al., 1995a).

Corpos de prova com 5 mm de didametro e 3 mm de altura foram
confeccionados pelo processo de hidratacdo e, apds a presa, foram armazenados
por 28 dias em SBF (trocado a cada 5 dias) acelular e sem proteina, com pH de 7,4,
em estufa a 37 °C e 95-100% de umidade relativa (n=1). O volume de SBF foi o
mesmo utilizado para o teste de bioatividade de Raman. Ap6s o periodo
experimental, o corpo de prova foi moido e 1 g de cada grupo foi colocado no porta-
amostra do equipamento Difratbmetro de raios X (Bruker modelo D8). A radiacao
usada foi Ko em tubo de cobre nas condi¢cbes de 40 kV e 40 mA. A velocidade de
varredura foi de 0,02° por segundo num intervalo de 2 a 72° do gonidmetro em 2 ©.
A identificacédo de fases foi estabelecida pelo uso do software do aparelho utilizando
0 banco de dados ICDD (Newtown Square, PA, USA).

Uma vez identificada a fase cristalina da amostra, o difratograma obtido foi
analisado pelo método de Rietveld com goodnes-of-fit (GOF)= 3,03 e indice
Ponderado (Rwp)= 11,42, o qual realiza um refinamento da estrutura cristalina e
analisa quantitativamente as fases, comparando o padrdo experimental com um
padrdo de uma mistura de fases conhecidas (RIETVELD,1967). A cristalinidade foi
estimada pelo método de separacdo de area com ajuda do software X’pert High
score Plus (Panalytical). Os parametros de entrelacamento dessas fases foram
analisados pelo método Rietveld (KEMETHMULLER et al., 2006, SAKATA,
COOPER, 1979).



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS DE SILICATO TRICALCICO

5.1.1 Anédlise dos tamanhos das particulas (Granulometria)

O silicato tricalcico foi dividido em 3 grupos conforme os tamanhos das

particulas (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho das particulas através de difracdo a laser CILAS.

Grupos Tamanho Médio
Bruto 5pum
Moido 2,79 um
Supermoido 0,82 um

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

5.1.2 Densidade Real por Picnometria
A densidade do material correspondeu a 3,139 g/cm3 e foi igual para os

diferentes tamanhos de particula.

5.1.3 Anédlise da natureza cristalina do p6 de silicato de calcio utilizando DRX

Picos de silicato tricalcico ocorreram para os 3 diferentes tamanhos de
particulas. A Figura 9 mostra os graficos apresentando os picos de silicato tricalcico
(ICDD: 031-0301).
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20 (Degree)
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Figura 9- Andlise DRX dos trés grupos de tamanhos de particulas, caracterizando os picos
de silicato tricalcico.
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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5.1.4 Andlise da forma e tamanho das particulas de silicato tricélcico
utilizando o MEV

Pode-se observar irregularidade na forma das particulas nos trés grupos.
Diferencas nos tamanhos de particulas foram confirmadas. Quanto menor o

tamanho, maior aglomeragéo das particulas (Figura 10).

Super Moido

Figura 10 - Micrografias obtidas através da analise em MEV dos trés grupos estudados.
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

5.1.5 Anédlise da area de superficie utilizando BET

Os resultados obtidos mostraram que quanto menor o tamanho das
particulas, maior € a area de superficie (Tabela 2).

Tabela 2 - Area superficial das particulas estudadas.

Grupos Area de superficie (m?/g)
Bruto 4,839
Moido 12,220
Supermoido 15,845

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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5.2 ENSAIO BACTERIOLOGICO

Os resultados obtidos estdo expressos em porcentagem (Tabela 3).

O controle negativo, ou seja, sem a presenca de silicato de calcio, nao
apresentou atividade antibacteriana, considerado 0%.

Para o silicato bruto, a atividade antibacteriana ocorreu nas concentragoes de
0,125 e 0,0625 g/ 5 mL. Para o moido e supermoido a atividade ocorreu nas 3
maiores concentragdes (0,125 — 0,0625 — 0,0312 g/ 5 mL). Na menor concentracao

(0,0156 g/ 5 mL), ndo houve atividade antibacteriana.

Tabela 3 - Atividade antibacteriana (%) para diferentes concentracoes
de cada amostra.

Concentragdes (g/ 5 mL)

Amostras 0,125 0,0625 0,0312 0,0156 0

Bruto 100% 100% 0% 0% 0%
Moido 100% 100% 100% 0% 0%
Supermoido 100% 100% 100% 0% 0%
Controle 0% 0% 0% 0% 0%

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

5.3 TESTES FiSICO-QUIMICOS

5.3.1 Tempo de Presa Inicial

Os resultados encontram-se expressos na tabela 4.
O grupo supermoido apresentou menor tempo de presa, com diferenca
estatistica para o grupo bruto (P < 0,05). Nao houve diferenca entre os grupos bruto

e moido nem para os grupos moido e supermoido (P > 0,05).

5.3.2 Teste de Degradacéao

O silicato supermoido apresentou maior degradacdo com diferenca estatistica

para o bruto e moido (P < 0,05). Entre os grupos bruto e moido ndo houve diferenca
estatistica (P > 0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Mediana (valores maximos e minimos) do tempo de presa (min) e teste

de degradacao (%).

Materiais Tempo de presa (min) Teste de degradacéo (%)
(max- min) (max-min)
Bruto 257 (263 - 256)* 39,71 (46,13 - 39,26)*
Moido 242 (246 - 240)"® 40,59 (45,21 - 31,48)*
Supermoido 220 (225 - 219)®8 46,30 (47,56 - 44,13)
P=0,00 P=0,02

*Letras diferentes significam diferenca estatistica ha mesma coluna (P=0,05).
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

5.3.3 Teste de pH

Houve uma tendéncia de aumento no pH apos o periodo imediato de imerséo

dos corpos de prova em agua deionizada. Os valores mantiveram-se em torno de 11

aos 7 dias e até o final do periodo avaliado (28 dias). Nos periodos imediato e 3 h,

ndo houve diferenca entre os materiais. A partir de 24 h, o silicato supermoido

apresentou maiores valores de pH quando comparado ao silicato bruto (P < 0,05).

- B e , .
12 s %8 3 AABB AR Gilicato de calcio
A A A A ABI A
10=- I Jij Bruto
2 A [l Moido
g4 A |1 [ Super moido
I
o G-
A=
2-
0= | | | |

) 1 1 1
imediato 3 horas 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

* L etras mailsculas diferentes representam diferenca estatistica no mesmo periodo
entre os diferentes materiais.

Figura 11 - Mediana dos valores de pH dos materiais avaliados em cada periodo.

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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5.3.4 Quantificacdo da liberagdo de ions calcio

O silicato bruto apresentou aumento na liberacdo de calcio em relacdo aos
periodos, assim como o moido, poréem em menor quantidade. Para o silicato
supermoido houve uma diminui¢cdo da quantidade de ions célcio com o passar dos

periodos experimentais (Tabela 5).

Tabela 5 - Liberagéo de ions calcio dos corpos de prova (ug/g), em funcdo do tempo.

24 h 28 d
Bruto 3563,46 4720,43
Moido 3774,10 3889,62
Supermoido 3836,69 3262,39

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

5.4 TESTE DE BIOATIVIDADE

5.4.1 Anélise da Deposicao Mineral: Espectrdmetro de Micro RAMAN

Nos periodos imediato e de 24 h ndo houve a presenca de picos de fosfato
(cor azul) para os diferentes tamanhos de particulas. Aos 7 dias, houve inicio de
formacao de fosfato de calcio (cor vermelha) para os grupos moido e supermoido. O
maior pico de fosfato ocorreu no periodo experimental de 14 dias para o

supermoido. Para os grupos bruto e moido este pico ocorreu em 28 dias (Figura 12).

5.4.2 Anadlise da Microestrutura da Deposicao Mineral: Microscopio Eletrénico

de Varredura

As micrografias obtidas mostraram formacdes semelhantes a “favos de mel’”,
nos periodos iniciais, evidenciando fases de hidratagédo do silicato tricalcico. Apos 7
dias, surge a formacdo de microesferas agregadas que correspondem a formacéo
de fosfato de calcio, o que se torna mais evidente aos 14 e 28 dias para os trés

grupos experimentais (Figura 12).
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Nota: Azul- auséncia de picos de fosfato; Vermelho: maior concentragdo do mesmo e analise da microestrutura
da deposicao mineral por meio MEV nos diferentes periodos; Setas: compostos de esferas e presenca de
granulos menores sobre estas, cobrindo o corpo de prova.

Figura 12 - Andlise da deposi¢do mineral utilizando o Raman para observacéo de picos de

fosfato de calcio pos-imersédo em SBF. Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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5.4.3 Anédlise da natureza cristalina da deposicdo mineral utilizando
Difratdbmetro de Raios X (DRX)

Através do DRX pode-se quantificar a formacéo das fases cristalina e amorfa
(%) em cada grupo (Tabela 6). Apos 28 dias, observou-se grande quantidade de

formacdes amorfas que ainda ndo atingiram a fase cristalina.

Tabela 6 - Quantificacdo de fase cristalina e amorfa dos corpos de prova poés 28 dias
de hidratacao.

Bruto Moido Supermoido
Fase Cristalina 14% 16,3% 18%
Fase Amorfa 86% 83, 7% 82%

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

As formag®es cristalinas encontradas apos 28 dias das amostras imersas em
SBF foram identificadas através do DRX e quantificadas pelo método de Rietveld.
Os resultados estao representados na Figura 13.

Nos trés grupos, houve formacdes cristalinas de aragonita, calcita e afwillite.

No grupo moido houve ainda a presenca de silicato dicalcico.
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Fonte: Elaborada pela Autora (2021).



6 DISCUSSAO

O silicato tricalcico € um material sugerido na Endodontia para ser utilizado
como cimento reparador no selamento de perfuracdes, obturacdes retrogradas em
cirurgias parendododnticas, no tratamento de apice incompleto, tratamento
conservador da polpa, e como cimento obturador de canal. Este pode ser acrescido
ou nao de outras substancias para melhorar suas propriedades (ANDRADE et al.,
2018; CAMILLERI, 2011; CAMILLERI et al., 2014; CAMILLERI; LAURENT; ABOUT,
2014; CAMILLERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2013; DUARTE et al,
2018;QUEIROZ et al., 2021; SUN et al.,, 2021; WALSH et al., 2018). O presente
estudo optou por utilizar particulas de silicato tricélcico puras (Mineral Research
Processing, Meyzieu, Franca), processadas em diferentes tamanhos, até a escala
micrométrica, para que sirva de base para novas composi¢cdes, uma vez que
conseguimos, assim, avaliar seu comportamento sem a interferéncia de outros

componentes.

6.1 CARACTERIZACAO DO PO DE SILICATO DE CALCIO

A diminuicdo do tamanho de particulas foi realizada com base em estudos
que afirmam que a superficie de microparticulas possui maior reatividade em
comparacdo com particulas maiores (CELIK, 2009; BIRGISSON et al., 2012;
TENNIS; JENNINGS, 2000), melhorando assim o seu manuseio e diminuindo o
tempo de presa (HA et al.,, 2015). Em adicdo, particulas menores, com tamanho
médio de até 10 ym, conferem alta resisténcia mecanica a fratura (ALLEN, 1990; LIU
et al., 2003). O silicato tricalcico é responsavel pela presa e resisténcia em estagios
iniciais de hidratacdo do cimento Portland (BENTZ et al., 1999; BULLARD et al.,
2011; CUESTA et al., 2018; GARRAUT; BEHR; NONAT, 2006). Dessa maneira,
guanto maior for a area de superficie para que a reagao possa ocorrer, maior sera a
resisténcia. Danesh et al. (2006) encontraram maiores valores no teste de
microdureza do cimento MTA ProRoot comparado ao cimento Portland por
apresentar menor tamanho de particula. Quando se comparou 0S cimentos

reparadores a base de silicato de célcio, MTA ProRoot na cor branca e cinza, o
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branco apresentou menor tamanho de particula, promovendo melhores propriedades
fisico-quimicas e mais rapida hidratacdo (SAGHIRI et al., 2014).

A reducdo do tamanho de particulas através da moagem em moinho
planetario de alta energia utilizando microesferas € um método bastante difundido
devido a sua simplicidade, baixo custo e por ser capaz de produzir grandes volumes
para aplicagbes industriais (LEMINE, 2014). Esse método utiliza a forca de
aceleracédo centrifuga, em vez da gravitacional. Com isso, 0 processo se torna mais
eficiente, além de utilizar menor periodo de tempo. Fatores inerentes ao moinho que
incluem o tempo e a velocidade de moagem, bem como o tamanho das esferas e a
proporcdo de solido/solvente influenciam nas propriedades das particulas
resultantes (PATNAIK et al., 2017).

Os moinhos de esferas séo rotineiramente usados na industria farmacéutica
na producdo de drogas nanoparticuladas (ALSHORA et al., 2019). Essas esferas
podem ser de zircbnia, alumina ou vidro, materiais que evitam a contaminacao do
produto a ser moido. As de zircbnia se mostram a melhor alternativa, tendo como
principais vantagens a elevada vida util, a perfeicdo na forma e o baixo custo
(DAVILA; GUERRERO; ALVAREZ, 2012, JO et al., 2014).

Em nosso estudo, foi possivel, a uma rotacao de 300 rpm e a partir do silicato
bruto, com tamanho de particulas de 5 ym, produzir dois tamanhos médios distintos
de particulas, 2,79 ym com 1 h de moagem, considerado como moido, e 0,82 ym
com 2 h de moagem, considerado supermoido. Voicu et al. (2016) utilizaram moinho
de esferas com rotacdo de 150 rpm para a moagem de particulas de cimentos a
base de silicato de calcio produzidos pelo grupo e conseguiram particulas com 10,77
e 15,03 um. Nao foram encontrados na literatura, artigos que apresentassem
particulas menores que as produzidas nesse estudo (BALBINOT et al., 2020; HA,;
KAHLER; WALSH, 2014; KOMABAYASHI; SPANGBERG, 2008a,b; SAGHIRI et al.,
2012; WALSH et al., 2018).

Komabayashi e Spangberg (2008a) citam que os tlbulos dentinarios
apresentam diametro que medem entre 2 e 5 um, dessa forma, particulas de silicato
tricalcico do grupo moido e supermoido poderiam penetrar nestes tubulos,
favorecendo a adesao dentinaria. Quanto menor for a particula do cimento, maior a
penetracdo nos tubulos dentinarios (MC MICHAEL et al., 2016).
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Ha et al. (2015), utilizando o mesmo modelo de equipamento de difracdo a
laser utilizado nesse estudo, verificou que a maior parte das particulas do ProRoot
MTA medem entre 1,13 e 4,30 um, e do MTA da Angelus entre 4,15 e 42,55 pm.

O tamanho de particula entre 1-10 um do ProRoot MTA cinza também foi
reportado por Lee et al. (2004). Komabayashi e Spangberg (2008b) avaliaram o
tamanho das particulas dos cimentos ProRoot MTA, MTA Angelus cinza e branco e
o cimento de Portland por meio do analisador de fluxo de particulas. Na sua maior
proporcao, o cimento de Portland foi o que apresentou maior nimero de particulas
maiores, entre 6 e 10 ym. Os cimentos Angelus e ProRoot apresentaram maior
quantidade de particulas pequenas, entre 1,5 e 3 uym, sendo maior para o MTA
Angelus.

A densidade de um material estd relacionada a sua resisténcia, e é
influenciada pela porosidade do mesmo (AKINCI; SIMSEK; AYDINBELGE, 2020). A
densidade refere-se a relagdo entre massa e volume, j4 a porosidade refere-se a
porcao do material ndo ocupada por soélidos. Dessa forma, quanto mais elevada for a
densidade do material, maior sera sua compactacado e menor sua porosidade total
(CUESTA et al., 2018).

Porosidade e outros defeitos microestruturais reduzem a resisténcia do
material & medida que microfissuras aparecem e se espalham dentro do mesmo,
diminuindo sua durabilidade (AKINCI; SIMSEK; AYDINBELGE,2020). Apds ocorrer a
reacao de hidratacdo do cimento a base de silicato de calcio, a porosidade diminui
com o tempo e sua resisténcia mecanica melhora (VILLAT et al., 2010).

De acordo com a NBR 8.953 (ABNT, 2015), concretos para fins estruturais
apresentam valores de densidade entre 2,0 e 2,8 g/cm3. A densidade do cimento
Portland é de 2,8 g/cm?® (CAMPOS et al., 2019). A densidade do silicato tricalcico
puro estudado, independentemente do tamanho das particulas, foi de 3,139 g/ cm?,
sendo considerado um material denso.

Por meio do aparelho DRX, foi possivel a identificagdo de picos de silicato
tricalcico (ICDD: 031-0301) nos trés diferentes tamanhos.

A morfologia e a superficie do po de silicato foram avaliadas por meio do
MEV. Foram observadas particulas irregulares para os grupos. Particulas de menor
tamanho puderam ser observadas nos grupos moido e supermoido, mostrando

maior aglomeragéo, devido a alta reacdo de superficie das mesmas.
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Camilleri, Sorrentino e Damidot (2013) caracterizaram, através do MEV e
DRX, o silicato tricalcico (80%) misturado com 20% de 6xido de zirconia utilizado
como radiopacificador. Foi possivel a identificacdo de picos cristalinos de silicato
tricalcico. Também foi observado, através do MEV, porosidades que os autores
associaram a incompleta sinterizagdo de pequenos cristais do 6xido de zirconia.

Quanto maior for a area de superficie, maior sera a area de reacdo de
hidratacdo do material (BJORNSTROM et al., 2004, HA et al., 2015). Foi utilizado o
método BET de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio para avaliar a area de
superficie. Segundo Cessa et al. (2009), este método apresenta resultados mais
exatos que outros métodos empregados. Particulas do grupo moido e supermoido
apresentaram maior area superficial (12,22 e 15,84 m?/g respectivamente). Balbinot
et al. (2020) desenvolveram particulas de silicato tricalcico puro pelo processo sol
gel, e através do método BET, observaram area de superficie de 9,53 m?/g. Em
outro estudo de desenvolvimento de um silicato, 0 mesmo grupo de pesquisadores
conseguiu uma area de superficie de 15,14 m?/g (DE CESARE et al., 2021).

Camilleri; Sorrentino e Damidot (2013), através do método BET, observaram
area de superficie de 2,8 m?g para o Biodentine e 1,03 m?/g para o MTA da
Angelus. Em outro trabalho, no mesmo ano, mostraram também valores de 1,53
m2/g para o MTA Plus e 0,98 m?/g para o ProRoot MTA (CAMILLERI; FORMOSA;
DAMIDOT, 2013). Em 2015, obtiveram valor de 9,32 m?/g para o Bioagreggate
(CAMILLERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2015). Saghiri et al. (2012) desenvolveram
um cimento a base de silicato tricalcico chamado Nano White MTA cuja area de
superficie foi de 7,8 + 1,2 m?/g.

Foi possivel observar, apds a caracterizacdo, que as particulas de silicato de
calcio utilizadas nesse estudo apresentaram caracteristicas de pureza, tamanho,
forma, densidade e area de superficie ideais para serem utilizadas em associacao a
outros componentes na formulacdo de novos cimentos reparadores e obturadores

de canais radiculares.

6.2 HIDRATACAO DAS PARTICULAS

A hidratag&o do silicato tricalcico inclui sua dissolucdo em agua seguida pela

nucleacdo e crescimento de silicato de calcio hidratado e hidroxido de calcio
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(BULLARD et al., 2011). O hidréxido de célcio reage com o fosfato presente no
tecido organico para a formacdo de apatita carbonatada e agua. Essa 4gua reage
novamente com o silicato tricalcico gerando um processo que dura por mais de 30
dias (CAMILLERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2015). O processo de hidratacéo
continua do silicato tricélcico resulta na transformacédo da fase de gel em fase
cristalina, reduzindo a porosidade e melhorando as propriedades mecanicas do
cimento (HUAN; CHANG, 2007b). Assim, a porosidade e a resisténcia mecanica do
material sdo inversas, e a resisténcia aumenta com o envelhecimento do material
(CAMILLERI; LAURENT; ABOUT, 2014).

No teste-piloto de manipulacdo para padronizar a quantidade de &gua
destilada para a hidratacdo do p06, a proporcdo de 0,66 mL/g foi a que melhor
promoveu a incorporacdo do p6 ao liquido, principalmente no grupo supermoido.
Essa proporgéo foi maior do que aquelas utilizadas em outros estudos. Para o
silicato tricalcico, Camilleri (2011) e Camilleri; Sorrentino e Damidot (2013) utilizaram
a proporcao de 0,35 mL/g.

Ainda, Camilleri et al.(2005) e Camilleri e Mallia (2011) utilizaram em seus
estudos a proporcao de 0,35 e 0,5 mL/g para o MTA ProRoot (CAMILLERI, 2007,
2008a). Fridland e Rosado (2003) definiram a taxa ideal para a mistura do MTA
ProRoot em 0,33 mL/g.

Observou-se que, quanto maior o tamanho das particulas, mais facil a
incorporacao do p6 a agua. Ocorre uma dificuldade em promover 0 molhamento das
particulas menores pela tensao superficial da agua. Os produtos formados pela
espatulacdo promovem a aceleracao da hidratacdo do material, que com isso tem
sua manipulacéo dificultada (BJORNSTROM et al., 2004, LIN et al., 2008). Pouca
adgua afeta a homogeneidade da mistura (AKINCI; SIMSEK; AYDINBELGE, 2020).

Prentice; Tyas e Burrow (2005) constataram efeito semelhante na
manipulagédo de cimentos de iondmero de vidro com diferentes tamanhos de
particulas. Fato esse também observado por Camilleri, Sorrentino e Damidot (2015)
na hidratacdo do cimento MTA da Angelus. Quanto menor o tamanho das particulas,
maior a reatividade e a porosidade, o que dificulta a incorporacédo do p6 ao liquido.
Bosso-Martelo et al. (2016), com o objetivo de melhorar a consisténcia na
manipulagdo de cimentos a base de silicato de célcio associados a
radiopacificadores com alta area de superficie, aumentaram a propor¢cdo de agua

destilada.
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Além da granulometria, os produtos formados apds a hidratacdo sao
influenciados pela taxa poé/liquido, uso de outras solugbes, pela maneira de
incorporacdo do pdé ao liquido durante a manipulagcéo, incluindo a quantidade de
bolhas de ar formadas na mistura, além de outros fatores, como temperatura e
umidade relativa do ar (DANESH et al., 2006). O aumento da taxa de agua resulta
em maior porosidade e reducdo de resisténcia ao cimento hidratado. Esses fatores
influenciam na morfologia da superficie do material, que pode levar a uma maior
retencdo bacteriana (CAMILLERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2015; FARRUGIA et
al., 2018).

Para melhorar a consisténcia no momento da manipulacdo, Holland et al.
(2007) hidrataram o p6 do cimento ProRoot MTA com propilenoglicol e observaram
comportamento bioldgico semelhante aos resultados obtidos com a agua destilada.
Duarte et al. (2012) também utilizaram o propilenoglicol no MTA Angelus acrescido
ou nao da agua destilada, ndo havendo alteracdo no tempo de presa, pH e liberacéo
de célcio. Segundo Ha, Kahler e Walsh (2017), o cimento de iondmero de vidro pode
ser considerado um cimento hidraulico por sofrer uma reacéo acido/base aquosa e
apresentar fluorsilicato aluminio-célcio. Nomoto et al. (2004) sugerem a manipulacéo
do cimento de ionémero de vidro em um mixer, que tem o potencial de reduzir os
espacos de ar entre as particulas, levando a um melhor molhamento delas e
resultando em uma massa mais homogénea.

O tempo de presa e a solubilidade do material, assim como sua resisténcia
mecanica, sdo diretamente afetados pela quantidade de agua na mistura (DUARTE
et al., 2018). Levando em consideracdo que foi utilizada uma quantidade maior de
agua para se conseguir a hidratacéo ideal do silicato tricalcico no estudo, e que as
menores particulas tiveram maior taxa de degradacao, a inclusdo de um polimero ao
liguido, a espatulacdo mecanizada e/ou outros procedimentos devem ser pensados

para que possam permitir a diminuicéo da taxa agua/po.

6.3 ENSAIO BACTERIOLOGICO

O teste de concentracdo inibitéria minima é definido como a minima

concentracdo necessaria que uma substancia deve apresentar para inibir o

crescimento visivel de um microrganismo apés um periodo de tempo.
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O Enterococcus faecalis € uma bactéria anaerdbica gram-positiva facultativa,
encontrada em 5% das infecgcBes endoddnticas primérias e em 29 a 77% das
infeccbes endodonticas persistentes (STUART et al., 2006; SUNDQVIST; FIGDOR,
2003). E utilizado em estudos para avaliar a eficacia antimicrobiana de materiais
utilizados na endodontia (STUART et al., 2006, SWIMBERGHE et al., 2019).

A acdo antimicrobiana de cimentos a base de silicato de calcio esta
relacionada a liberacédo de ions hidroxila advinda da dissociacao iénica do hidroxido
de calcio (portlandita) proveniente da reac¢do de hidratacdo do mesmo (ELDENIZ et
al., 2006; ESTRELA et al., 2000, SIPERTE et al., 2005). Porém, a viabilidade
bacteriana também pode sofrer influéncia de ions ilisca em ambiente de alto pH por
promover precipitacdes de célcio/ fosfato (ZEHNDER et al., 2006).

O teste de concentracdo inibitéria minima mostrou que o silicato tricalcico
apresentou atividade antibacteriana para os trés grupos, porém as formas moida e
supermoida apresentaram atividade antimicrobiana numa concentracdo de 0,0312 g/
5 mL. Para o grupo bruto, maiores concentracdes foram necessarias para essa
atividade.

Fan et al. (2016) também observaram melhora na atividade antimicrobiana
com a reducdo da granulometria, porém esses autores usaram a clorexidina
incorporada a nanoparticulas de silicato de célcio por eles fabricadas. Rocha Junior
et al. (2017) testaram o cimento Portland ap6s a presa, acrescido ou nao de
antibiéticos, contra patdgenos endodénticos, incluindo o E. faecalis, pelo teste de
concentracdo Inibitéria Minima em diferentes concentracbes e pelo método de
difusdo em agar. O cimento de Portland ndo apresentou atividade antimicrobiana
para os dois métodos, independente da concentracao.

Al-Hezaimi et al. (2006), através do teste de diluicdo, obtiveram diferencas
significativas no crescimento de E. faecalis entre o0 MTA ProRoot cinza e o branco.
Independente da concentracéo e do periodo de tempo analisado, 0 MTA branco nao
apresentou resposta antibacteriana. Maiores periodos de tempo avaliados e maiores
concentragcbes proporcionaram atividade antibacteriana para o MTA cinza. Os
autores consideraram que a susceptibilidade da bactéria esteja ligada também a

presenca de oxidos de aluminio, magnésio e ferro.



57

6.4 TESTES FiSICO-QUIMICOS

6.4.1 Tempo de Presa

De acordo com a ISO 6876:2000, o uso da agulha do tipo Gillmore € o teste
preconizado para medicao de tempo de presa (PRIMUS; TAY; NIU,2019; ANSI-ADA
57, 2012).

A presa do cimento de silicato de célcio esta relacionada as rea¢des quimicas
advindas entre os componentes anidros e a agua. O tempo de presa € a diferenca
de tempo decorrido entre a hidratagdo do material e sua mudanca para o estado
sélido (ISO 6876:2001). O tempo de maturacdo ocorre posteriormente, com o
amadurecimento da matriz do cimento, aumentando suas propriedades mecanicas
(ANUSAVICE, 2005).

Considera-se um tempo de presa ideal do cimento quando, apds a
espatulacdo, se tenha um tempo de trabalho adequado, mas tdo logo o material
esteja em posicao na cavidade, ocorra a mudanca de fase. Um tempo de presa curto
pode facilitar o selamento, enquanto um tempo de presa prolongado pode resultar
no deslocamento do material na cavidade (CAMILLERI, 2008b; LEE et al., 2004).

No presente estudo, particulas do grupo supermoido apresentaram menor
tempo de presa (220 min) quando comparadas aos outros tamanhos de particulas
estudadas (242 min para o grupo moido e 257 min para o grupo bruto). O cimento
Portland por sua vez, possui tempo de presa que pode variar entre 152 a 256 min,
dependendo do tipo. Dammaschke et al. (2005) citam que o tempo de presa do
cimento Portland esta relacionado a componentes reativos como o aluminato
tricalcico, que reage com agua para a formacdo de etringita, além de possuir
também maior taxa de sulfato (DAMMASCHKE et al., 2005).

Chen et al. (2009a), utilizando a norma ISO 9917-1, encontraram valores de
12 a 42 min para os cimentos de silicato de calcio sintetizados pelos autores pela
reacdo sol-gel. Esse resultado pode ser devido as diferentes propor¢des de SiO:z e
CaO utilizadas; a quantidade da fase [3-Ca2SiO4 afeta a formacgao do gel de silicato
de calcio hidratado. Altas concentracdes deste gel produzem mais rapida hidratacao
e menor tempo de presa. O material para uso odontologico tem um tempo de presa
favoravel quando assim que inserido na cavidade, mude seu estado evitando o
deslocamento. O tempo de trabalho do cimento testado pelos autores esta dentro do

requerido para uso odontologico.
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Zhao et al. (2005) sintetizaram particulas de silicato tricalcico pelo processo
sol-gel e misturaram com &gua numa propor¢do liquido/ pé de 0,8 a 1,2 mL/g e
utilizaram uma seringa para dispensar o material no local a ser aplicado.
Conseguiram, através do uso desse aplicador, uma consisténcia favoravel com as
relacdes liquido/ pé estudadas. Verificaram também que o tempo de presa inicial
caiu de 225 a 120 min nas proporc¢des de 1,2 e 0,8 mL/g, respectivamente.

O silicato tricalcico avaliado nesse estudo, por apresentar tempo de presa
elevado, terd que ser associado a outras substancias que proporcionem menor
tempo de presa.

Utilizando a metodologia proposta por American Society for Testing and
Materials, ASTM C266-03, metodologia semelhante a da ISO 6876:2000, o tempo de
presa inicial do MTA ProRoot cinza foi de aproximadamente 70 min, ja o branco
apresentou tempo de presa inicial de 45 min (CHNG et al., 2005). Por outro lado,
utilizando o mesmo teste, Jiménez-Sanchez; Segura-Egea e Diaz-Cuenca (2019)
encontraram para o MTA ProRoot branco o tempo de presa inicial de 17 min. O MTA
branco da Angelus apresentou 31 min (MARCIANO et al., 2018). Bortoluzzi et al.
(2009) e Akinci; Simsek e Aydinbelge (2020) relataram a presenca de sulfato de
calcio na composicdao do MTA ProRoot em 5%, substancia também presente no
cimento Portland para a diminuicdo do tempo de presa. O MTA Angelus possui
carbonato de célcio (AKINCI; SIMSEK; AYDINBELGE, 2020), um acelerador de
presa que, por conter célcio, aumenta sua rea¢cdo com o silicato tricalcico, formando
maiores estruturas de silicato de célcio hidratado (PLUSQUELLEC; NONAT, 2016).

Também pode ter havido a influéncia da proporc¢éo liquido/ po.

6.4.2 Degradacao

O método utilizado para medir a degradacdo do silicato tricalcico foi o
proposto por Daguano et al. (2018), no qual a porcentagem de massa perdida, apos
0S especimes ficarem imersos em solucdo, é calculada. Os corpos de prova
utilizados nesse estudo foram submersos em solucao Tris-HCI, de pH neutro, para
gue nao sofressem a interferéncia de ambientes acidos que pudessem acelerar a
degradacédo (YAVARI et al., 2013). Da mesma forma, ndo foram submersos em

solucéo fisiologica, pois durante a degradacéo pode ocorrer a formacéo de apatita, e
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consequente ganho de massa (SHIE et al., 2009). Em funcdo da saturacéo, a
solucado foi trocada a cada 5 dias, uma vez que a degradacdo € dependente nao
linear do grau de saturacdo do liquido (NICOLEAU; NONAT; PERREY, 2013).

A degradacdo esta relacionada a lixiviacdo da fase portlandita (hidroxido de
calcio), uma vez que a matriz de silica é insolavel (FRIDLAND; ROSADO, 2003,
2005). Pode-se dizer que o cimento de silicato tricalcico pertence a classe de
materiais que a medida que degradam exibem biaoatividade, pois estimulam células
osteoblasticas a proliferar e produzir novo tecido (HENCH; POLLAK, 2002;
SIRIPHANON et al.,, 2002; ZHAO; CHANG; ZHAI, 2008). Assim, o material
degradavel, bioativo e biocompativel € essencial para aplicacdes em regeneracdes
teciduais. A degradacdo moderada a longo tempo é crucial para que ndo haja a sua
inteira remocao, causando efeito negativo estrutural no corpo humano. A taxa de
degradacdo e solubilidade de um material determina a liberacdo de ions em
ambiente aquoso e permite a precipitacdo de apatita. Como o material € amorfo,
seus ions estdo mais disponiveis para estabelecer ligacdes ibnicas com o meio
externo (Niu et al., 2015). lons célcio e silicio liberados durante o processo de
degradacdo podem promover a proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoblasticas com intuito de remineralizacdo do tecido perdido (CHANG; ZHAI,
2008, LIU et al., 2015, MA et al., 2017, XU et al., 2018; ZHANG et al., 2021; ZHAO et
al., 2005, ZHAO et al., 2008).

Os resultados mostraram que quanto menor o tamanho da particula, maior a
degradacdo sofrida pelo material. Ap6s 28 dias, 0 grupo supermoido apresentou
46% de degradacdo, sendo diferente estatisticamente do grupo moido e bruto, com
40 e 39% de degradacédo, respectivamente. Esses valores revelaram que quanto
mais rapida a reacao de hidratacdo, mais rapido também acontece o processo de
degradacdo. Isso pode ndo ser adequado para uso em situacdes clinicas em que se
necessite o reparo dos tecidos, ja que a degradacdo pode ocorrer em tempo menor
que o de neomineralizagdo. Por outro lado, a degradagdo do cimento promove o
processo bioativo, que é o responsavel por uma maior resisténcia do material haja
vista a retencdo micromecanica causada por precipitados ricos em calcio e fosfato
(HAN; OKJI, 2015; RODRIGUES et al., 2021)

Huan e Chang (2007b, 2008a,b) avaliaram a degradacéo do silicato tricalcico
por eles produzido pelo processo sol gel, numa propor¢éo pé/liquido de 0,8 mL/g. Os

autores ndo citam o tamanho das particulas produzidas. No estudo de Huan e
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Chang (2007b), a degradacao ficou na ordem de 80 a 90% quando colocada em
solucéo Tris-HCI apos 28 dias. Em Huan e Chang (2008a), a degradacéo foi testada
com o corpo de prova em solucdo Ringer e ficou na ordem de 30%, por 21 dias.
Huan e Chang (2008b) verificaram moderada degradacdo do material, por volta de
12%, quando imerso em solucao fisiologica, por 28 dias. Os autores inferiram que
essa degradacao néo interfere no processo de reparo, pois ocorre a deposicao de
tecido mineralizado onde este material seré inserido.

Zhao et al.(2007) testaram a degradacdo do silicato tricalcico imerso em
solugdo Ringer (solugédo com pH 7,4) e encontraram valores de degradagdo que
aumentaram em funcao do tempo e chegaram ao final do periodo de teste (28 dias)
com valores por volta de 10%. Os autores concluiram que o silicato tricalcico € um
material degradavel e soltuvel na solu¢do Ringer. No ano seguinte, a equipe testou o
silicato tricalcico adicionado a sulfato de célcio, material adicionado para diminuir o
tempo de presa e aumentar as caracteristicas de resisténcia do material, € 0 mesmo
apresentou taxas de degradacéo por volta de 20% (ZHAO; CHANG; ZHAI, 2008).

Ja o silicato dicalcico, presente no MTA ProRoot em 22,5% (CAMILLERI
2008a), no MTA Angelus em 8,4% (CAMILLERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2013) e
no cimento Portland em 7,4% (CAMILLERI et al.,, 2015), € responsavel pela
resisténcia a degradacéo ao longo do tempo.

Shie et al. (2009) avaliaram a degradacdo do ProRoot MTA branco imerso em
solucéo fisiologica em diferentes pHs. As solucées com pH 4,0 e 6,4, apos 7 dias,
tiveram perda de peso de 2,2 e 1,4%, respectivamente. Porém, aos 30 dias, houve
ganho de peso. Os autores consideraram que a perda de peso sofrida pelo cimento
se deveu a degradacdo do material, enquanto em 30 dias houve formacdo de
apatita, e por consequéncia o aumento no peso. Bortoluzzi et al. (2009) relataram
que a adicdo de 10% de cloreto de calcio ao MTA branco reduz sua solubilidade e
degradacéo do material.

Novos cimentos a base de aluminossilicato de calcio foram langados no
mercado, a fim de diminuir a degradacéo e solubilidade acida de cimentos de silicato
tricalcico (KRAMER et al., 2014; WEI et al., 2012). Na engenharia, rotineiramente
sao usadas substancias com pequenas particulas de silica ou metal para reagir com
o hidroxido de calcio e aumentar a resisténcia do cimento, assim como diminuir sua
porosidade (CAMILLERI et al.,, 2015). Porém, no ambito odontolégico, essas

substancias implicariam na diminuicéo da bioatividade do material.
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6.4.3 Dissociacdo l6nica do Hidréxido de Calcio: pH e liberagcdo de ions calcio

O cimento a base de silicato de calcio vem sendo estudado por possuir
capacidade de liberacdo de ions hidroxila e calcio, provenientes do hidroxido de
calcio formado apdés a reacdo de hidratacdo. Quando em contato com fluidos
fisiologicos, formam precipitados de fosfato de calcio (apatitas), o que lhe confere a
acao de bioatividade (BOZEMAN; LEMON; ELEAZER, 2006; GANDOLFI et al.,
2010; HAN; OKIJI, 2013; HAN; KODAMA; OKIJI, 2015; REYES-CARMONA;
FELIPPE; FELIPPE, 2009; SARKAR et al., 2005).

A alcalinidade do silicato tricalcico utilizado no estudo em meio a agua
deionizada, por meio de um pHmetro, foi utilizada para avaliar a liberacdo de ions
hidroxila (TORABINEJAD et al., 1995a). O uso da leitura de pH em &gua deionizada
permite a medicéo por longos periodos de tempo (GHAZVINI et al., 2009). Valores
altos de pH foram observados nos diferentes tamanhos de particulas testados em
todos os periodos experimentais (entre 10 e 12), mostrando continuidade do
processo de dissociacdo ibnica (GHAZVINI et al., 2009). O grupo de particulas
supermoidoapresentou maior valor de pH que o pé de silicato tricalcico bruto a partir
do periodo de 24 h, evidenciando que, quanto menor a particula, maior liberacéo de
ions hidroxila. De fato, Yanamoto et al. (2017) citaram que a ioniza¢do de cimentos a
base de silicato de célcio depende dos tamanhos de particulas do material nédo
hidratado, assim como sua densidade e distribuicdo. A estrutura da matriz do
cimento poés-hidratacdo € responsavel pela adsor¢cdo de agua, solubilidade e
permeabilidade.

Queiroz et al. (2021) avaliaram os valores de pH para o silicato tricalcico puro,
com proporc¢ao poé/liquido de 0,33 g/mL, e obtiveram maiores valores de alcalinidade
nos periodos iniciais (11,2), diminuindo em fungéo do tempo, atingindo 8,7 aos 21
dias. Bosso-Martelo et al. (2016) obtiveram valores alcalinos para um cimento a
base de silicato de calcio por eles produzido, assim como para 0s cimentos Portland,
MTA branco da Angelus, MTA ProRoot e MTA ProRoot cinza (CAMILLERI, 2010;
GHAZVINI et al., 2009; DUARTE et al., 2012; ZANJANI et al., 2017). Torabinejad et
al. (1995a) encontraram valores altos de pH apés a espatulacdo do MTAProRoot,
10,2, chegando a 12,5 apds 3 h. Porém, os autores utilizaram discos com maior area

de superficie, e a medida foi realizada no material antes da presa.
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A dissociacdo de ions hidroxila e o consequente alto pH acelera a formacgéo
de apatita (LAZIC, 1995; MEYER; WEATHERALL,1982) e diminui a dissolu¢cao do
fosfato de célcio formado pos-hidratacao do cimento (DUARTE et al., 2003).

Os ions calcio foram medidos por meio de espectrbmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP) em agua deionizada. Os resultados obtidos do
aparelho sdo expressos em ppm, ndo levando em consideracdo o tamanho do corpo
de prova. Dessa forma, Koutroulis et al. (2019) sugerem o uso de um calculo
matematico para que o0s resultados sejam expressos em ug/g. Nesse sentido,
nossos resultados podem ser comparados com poucos trabalhos. Os periodos
analisados foram 24 h apés a hidratacéo do silicato tricalcico e aos 28 dias, quando,
segundo Camilleri; Sorrentino e Damidot (2015), o cimento atinge a presa final. O
processo de reacdo pos hidratacdo, contudo, pode se continuar por um periodo
longo de tempo, j& que a agua resultante da reacdo quimica de hidratacdo reage
novamente com o silicato de céalcio formando novas fases. As caracteristicas das
reacoes quimicas bem como as fases constiuintes sdo um processo complexo que
ainda esté sendo estudado (NIU et al. , 2014)

Os resultados obtidos mostraram que para os trés tamanhos de particulas,
houve presenca de ions célcio na solugdo. Houve aumento da concentracdo do
mesmo com o passar do tempo para o grupo de particulas do material bruto, 3.563
Kg/g no periodo de 24 h e 4.720 pg/g aos 28 dias.

Como as solu¢des ndo foram trocadas no periodo de tempo mencionado, as
concentracfes de ions calcio deveriam ser cumulativas (KOUTROULIS et al., 2019).
A estabilidade da liberacdo de ions calcio do grupo moido ao longo do tempo
demonstra um equilibrio na liberacdo de ions, ja que ndo existe um consumo dos
mesmos no nosso procedimento metodolégico (DUARTE et al., 2003). Para o grupo
supermoido, houve pequena diminuicdo, de 3836,69 pg/g em 24 h para 3262,39
Hg/g em 28 dias. Como néo existe o consumo de ions, pode ter havido pequenas
diferencas nas aferi¢cdes de leitura durante o periodo testado.

Koutroulis et al. (2019), por meio do mesmo equipamento utilizado em nosso
estudo, encontraram maiores quantidades de ions calcio numa solucéo fisiologica
balanceada, onde ficaram imersos corpos de prova de silicato tricalcico acrescido de
30% de radiopacificador, e menores concentragcdes em corpos de prova de silicato
tricalcico acrescido de radiopacificador tungsténio de célcio e 15% de microssilica,

mostrando a diminuicdo de liberacdo decalcio quando quantidades de silicato sao
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retiradas para a inclusdo de outras substancias quimicas. Camilleri (2011) relatou
efeito semelhante; com a adicdo de radiopacificador 6xido de bismuto, houve menor
formacéao de hidréxido de calcio.

De acordo com Camilleri (2007, 2008a), tanto a biocompatibilidade como a
bioatividade assumida pelos cimentos a base de silicato de célcio advém da
liberacdo de ions calcio no meio. Lazic (1995) complementa que, para ser bioativo, 0
material necessita liberar ions calcio e ter alto pH. Essas caracteristicas sao pré-
requisitos para que haja mineralizacao.

Fridland e Rosado (2003) identificaram calcio e altos valores de pH na
solugdo em que o cimento MTA ProRoot foi imerso por 24 h. Ressaltaram que o
calcio degradado é importante para o processo de mineralizacdo in vivo. Os mesmos
autores, em outro estudo, encontraram altos valores de pH para o MTA ProRoot por
um longo periodo de tempo (78 dias). Os autores consideraram que a constante
liberacdo de célcio do cimento forma mais fases de hidroxido de célcio (FRIDLAND;
ROSADO, 2005).

Wan et al. (2005) encontraram, por meio do ICP, altas taxas de célcio e silica
nas primeiras horas em que corpos de prova de cimentos a base de silicato de calcio
por eles sintetizados foram imersos em meio SBF. Os autores ndo detectaram a
presenca de fosfato nessas primeiras horas, mesmo estando imerso em solugéo
fisiolégica. Porém, 15 dias depois, as concentracfes dos trés ions tornaram-se
constantes, indicando equilibrio entre a dissolucdo do material e a formacao da fase
de fosfato de célcio. Efeito semelhante foi conferido por Zhao et al. (2007).

Villat et al. (2010) mediram a resistividade de alguns materiais odontoldgicos.
Também chamada de resisténcia elétrica especifica, ela representa o quanto o
material se opbe a passagem da corrente elétrica. O Biodentine apresentou taxas
muito menores de resistividade que o iondmero de vidro Fuji em diferentes
composigdes, indicando maior porosidade. Os autores concluiram que, clinicamente,
essa porosidade significa a alta troca idnica do material com o0 ambiente,
propriedade de materiais bioativos.

O processo de mineralizagcédo advindo de materiais bioativos é afetado por sua
dissolucéo e o comportamento de liberacdo ibnica. O tipo e a concentracdo de ions
dependem da composi¢cdo do material e suas ligacdes quimicas. O meio onde o

material é inserido também interage nesse processo (MOZAFARI et al., 2019), e 0
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aumento da propor¢cdo po/liquido resulta em maior liberagdo de ions célcio
(CAVENAGO et al., 2014; KOUTROULIS et al., 2019).

Considerando a proporcao pé/ liquido utilizada nesse estudo e o tamanho das
particulas, o alto pH e a presenca de ions calcio indicam a propriedade de

bioatividade desse material.

6.5 TESTES DE BIOATIVIDADE

A bioatividade € a capacidade que o material tem de formar apatita em sua
superficie quando este entra em contato com fluidos que contenham fosfato (TAY et
al., 2007). Segundo Hench e Ethridge (1982), a bioatividade compreende uma
resposta biologica na interface do material, que resulta na formacdo de uma forte
unido entre os tecidos vivos e 0 mesmo.

E também uma caracteristica de materiais que contenham silicio.Os ions
polissilicato, advindos da parcial dissolucdo em ambiente alcalino da fase de silica
gel, exercem um importante papel em cooperacdo com ions calcio por favorecer
sitios de nucleacdo de apatita sobre a superficie do silicato de calcio hidratado
(HUAN; CHANG, 2007, NIU et al., 2014). A silica aumenta o metabolismo celular e a
taxa de crescimento 6sseo (CARLISLE, 1970; ZHAO et al., 2007). Além disso, existe
uma equivaléncia bioldgica entre a apatita formada na superficie do material e a
porcao inorganica do osso, permitindo assim que osteoblastos formem uma trama
sobre a superficie dos cristais de apatita (HENCH, 1991; NIU et al., 2014).

Os métodos preconizados para andlise da bioatividade advinda da hidratacéao
do material estudado compreendem as analises da deposi¢cdo de fosfato de calcio
por meio do espectrofotdbmetro de micro Raman (TADDEI et al., 2009) e MEV
(CAMILLERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2013). Por meio do MEV, pode-se
observar a presenca da fase de silicato de calcio hidratado. Pelo DRX, pode-se
verificar a presenca das fases cristalina e, por consequéncia, amorfa (PRIMUS; TAY;
NIU, 2019).

A solucdo de SBF, utilizada para testar a bioatividade in vitro neste estudo, é
uma solugéo que simula fluidos organicos, acelular e que possui concentracdo iénica

e composicao similares ao plasma humano (KOKUBO et al., 1990, ISO 23.317-2).
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As imagens obtidas da superficie do corpo de prova por meio do Raman, nos
periodos experimentais pos-presa de 24 h, 7, 14 e 28 dias, confirmam a formacao de
fosfato de célcio. Essa formacgéo in vitro no cimento hidratado, ap0s imersdo em
SBF, ficou evidente a partir de 7 dias, sendo mais expressiva no grupo supermoido
nos periodos iniciais de avaliagdo, evidenciando a maior reatividade inicial desse
grupo.

Através do MEV, por meio das imagens obtidas da superficie, foi possivel
observar, apos 7dias do material imerso em SBF, a formacéo de esferas distribuidas
pela superficie do corpo de prova compativeis com pequenas esferas compostas de
calcio e fosfato (DING; SHIEB; WANGA, 2009; ZHAO et al., 2007). Aos14 e 28 dias,
depdsitos compostos de esferas com granulos em sua superficie foram observados,
e camadas irregulares cobrindo o corpo de prova ficaram mais evidentes.
Resultados semelhantes foram identificados por Zhou et al. (2013). O silicato
tricélcico supermoido hidratado apresentou precipitados em periodos de tempo
inferiores aos demais grupos, resultado semelhante encontrado na analise por
Raman.

Essas formacdes sao caracteristicas de fosfato de calcio amorfo, uma apatita
ainda ndo organizada (LOTSARI et al., 2018; TAY et al., 2007). Isto explica asaltas
taxas da fase amorfa observadas na quantificacdo através do DRX em todos os
grupos.

Coleman, Nicholson e Awosanya (2007), por meio do MEV, DRX e
espectrofotometro infravermelho de Fourier (FTIR), e Taddei et al. (2009), por meio
do Raman, encontraram formacdes de fosfato de calcio que os autores classificaram
como apatita, a partir de 7 dias para o cimento Portland branco em solugéo
fisiologica.

O fosfato de céalcio amorfo visualizado no MEV néo foi detectado pelo DRX.
Da mesma forma, as fases de silicato de calcio hidratado, que também sdo amorfas,
nao foram visualizadas utilizando esse método (BASTURK et al., 2018; CAMILLERI,
2008a; CAMILERI; SORRENTINO; DAMIDOT, 2013; FORMOSA et al., 2012,
GRAZIOTIN-SOARES et al., 2014). Apesar das micrografias apresentarem esferas
caracteristicas de fosfato de calcio na superficie do material imerso em SBF,
confirmado pelo micro Raman, nenhum pico ficou evidente no DRX. O MEV e
Raman fazem a leitura da superficie do corpo de prova, enquanto o DRX necessita

que o material seja moido para a realizacdo de sua analise. Esse resultadopode
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estar relacionado ao fato de essa substancia precipitar-se na superficie do corpo de
prova que esta em contato com o fluido fisiolégico (GANDOLFI et al., 2011).

O hidréxido de célcio advindo da reacéo de hidratacdo do cimento de silicato
tricalcico reagiu e se transformou em carbonato de céalcio em SBF. Por meio do
DRX, aos 28 dias, pode-se verificar as formacdes cristalinas de aragonita (00-041-
1475) e calcita (01-072-1937), nos trés tamanhos de particulas testados, que fazem
parte da formacdo do carbonato de célcio. A esse processo da-se o nome de
carbonatacao, e ocorre quando o diéxido de carbono do ar (BOHNER; LEMAITRE,
2009) ou o acido carbdénico do meio SBF (COLEMAN; NICHOLSON; AWOSANYA,
2007) reagem com o célcio e formam a fase cristalina, que se precipita no material
poroso. Como em tecidos humanos o acido carbbnico esta presente em grandes
guantidades, é possivel que a proporcédo e a extensdo da carbonatacdo excedam os
limites da carbonatacdo in vitro (COLEMAN; NICHOLSON; AWOSANYA, 2007).
Esse processo é inevitavel em condicdes clinicas e experimentais (LEE et al., 2017).
Quando in vivo, o carbonato de calcio apresenta boa adaptacdo 6ssea e
biocompatibilidade (FUJITA et al., 1991; MESCHI et al., 2019; ZHAO et al., 2005).

A difracdo de raios X permite distinguir claramente as fases romboédricas
(Calcita) e ortorrdbmbicas (Aragonita) do composto carbonato de célcio. Essas
formacdes, porém, nao ficaram evidentes quando utilizamos o Micro Raman. Foi
utilizado em nosso estudo bandas na faixa de 960 cm™, evidenciando picos de
fosfato. Meschi et al. (2019) evidenciaram carbonato de calcio quando utilizaram
bandas de 1088 cm™. Outros estudos que utilizaram diferentes faixas de banda
encontraram a portlandita (360 cm™) (TADDEI et al., 2009) e picos de grupo
carbonato em hidroxiapatita na faixa de 1.070 cm* (MESCHI et al., 2019). Num outro
estudo, conduzido por AWONUSI, MORRIS e TECKLENBURG (2007), foi
encontrado um tipo de apatita carbonatada nos picos 715 e 689 cm*.

A formacao de carbonato de céalcio acontece quando a taxa célcio/fosfato for
maior que 1,67 (GOH et al., 2013; SHEN et al., 2015). De acordo com Mozafari et al.
(2019), o meio com grande quantidade de ions célcio possibilita a formacdo do
carbonato de calcio e a estrutura porosa do material colabora com sua dissolucéo e
liberag&o de ions célcio e hidroxila.

Formosa et al. (2012), convergindo com 0s nossos resultados, encontraram
carbonato de célcio em cimento de silicato tricalcico imersos em Solucdo Salina

Balanceada de Hench (HBSS) apds 28 dias, observados por meio do MEV e DRX.
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Os autores consideraram que essa formacgao pode apresentar diferentes morfologias
dependendo dos fatores encontrados no ambiente, e que essas formacdes também
acontecem in vivo, pela interacdo do cimento com o plasma sanguineo e fluidos
tissulares.

Zhao et al. (2007) testaram particulas de silicato tricalcico puro imersas em
SBF por meio do MEV e DRX e observaram formacgfes de carbonato de céalcio em 3
dias. Os autores atribuiram essas formacdes ao processo de hidratacdo do silicato
tricélcico. Apdés 7 dias houve também a formacdo de apatita. Wan et al. (2005)
observaram formac6es de carbonato de célcio 6 h apds imersdo em SBF e a
formacdo de apatita carbonatada, além de carbonato de célcio, aos 15 dias em
cimentos a base de silicato de calcio. Os mesmos acrescentaram ainda que, de
acordo com seu experimento, formacdes de carbonato de calcio apareceram
incorporadas a formacdes de fosfato de calcio em substituicdo a ions fosfato ou ions
hidroxila na superficie do corpo de prova.

Acredita-se que exista uma formacdo de carbonato de calcio no inicio do
processo e que, apos longo periodo de tempo, haja a formacéo de fosfato de calcio
amorfo que se torna apatita com a cristalizacdo (LOTSARI et al., 2018; SEAH et al.,
2009; TAY et al., 2007). Dessa forma, existe um retardo no processo de bioatividade
in vitro. Gandolfi et al. (2010) observaram formacfes de apatitas apenas apos 180
dias dos corpos de prova de cimentos a base de silicato de calcio imersos em
HBSS.

Em menores quantidades foram encontrados afwilite (01-070-0014). O
Afwillite € um silicato de célcio hidratado que pode ser formado durante a reacao do
silicato tricalcico com agua. E capaz de acelerar a taxa de reacdo e o grau de
hidratacéo do silicato tricalcico (BELLMANN et al., 2020).

O silicato tricalcico é conhecido por tratar-se de um material degradavel, com
baixa taxa de hidratacdo em funcdo do tempo e por apresentar alto poder de
formacao de apatita sobre a superficie do cimento (ZHAO; CHANG, 2004; ZHAO et
al., 2005). A forca decorrente da hidratagédo do cimento ocorre depois de 4 semanas
(PRIMUS; TAY; NIU, 2019). A taxa de dissociacéo ibnica, a taxa de formacdo de
apatita e a dissolugcdo, assim como a consequente perda de peso, devem ser
compativeis (DAGUANO et al., 2019).

Nossos resultados tornaram evidente essa premissa, mostrando que a grande

dissolucdo do cimento se deveu a formacdo de hidroxido de calcio, substancia
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altamente soluvel em meio aquoso, com posterior formacgédo de apatita carbonatada
e carbonato de célcio, demonstrando sua bioatividade. Particulas de menor tamanho
apresentaram maior capacidade antimicrobiana, assim como maior reatividade num
menor periodo de tempo. Cumpre notar que particulas menores se mostraram

promissoras para a obteng&do de um cimento obturador de canais radiculares.

Devido a necessidade de maior proporcao liquido/ po para a hidratacdo de
particulas menores, e os consequentes efeitos deletérios deste aumento, sugere-se
a mistura dos tamanhos de particulas estudadas a fim de se possibilitar a obtencao
de um cimento com melhores propriedades fisico quimicas e bioldgicas.



7 CONCLUSOES

Através do presente estudo, foi possivel a obtencdo de dois diferentes
tamanhos de particulas de silicato tricalcico puro, a partir do original bruto. Os trés
tamanhos estudados, bruto, moido e supermoido, apresentaram boas propriedades
bacteriologicas, de bioatividade e fisico-quimicas.

e O cimento de silicato tricalcico puro mostrou-se ser um material

degradavel, em especial o de particulas menores;

e Particulas de tamanhos menores apresentaram melhor propriedade
antimicrobiana, menor tempo de presa, comprovado pela sua maior area
de superficie, que o material bruto;

e Os trés grupos estudados apresentaram alto pH apds imersdo em agua
deionizada, mantendo-se alto por longo periodo de tempo (28 dias);

e Todos os grupos mostraram formacdes de fosfato de calcio evidenciadas
pelo Raman e MEV, com maior formagdo em 14 dias para o grupo de
particulas supermoidas;

e Todos os grupos mostraram formacBes de carbonato de célcio e altas
taxas de substancias em estado amorfo apdés 28 dias, mostrando a
continuidade de processos fisico-quimicos apos esse periodo de tempo;

e As particulas menores se mostraram promissoras para a obtencdo de um

cimento obturador de canais radiculares com cones de guta percha.

Novos estudos devem ser realizados para a obtencdo de um cimento
reparador ou obturador com base no silicato tricalcico estudado, principalmente com
a adicdo de outras substancias, como radiopacificadores, substancias que
proporcionem menor degradagcdo e maior resisténcia, conferindo menor propor¢cao

pd/ liquido e, consequentemente, menor tempo de presa.
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