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Resumo da Dissertagdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessdarios para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)
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AO CIMENTO ENDODONTICO AH PLUS™
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Neste trabalho foi avaliada a incorporacio de nanoparticulas de quitosana (NPs) no
cimento endoddntico AH Plus™ como uma estratégia para melhorar a atividade
antimicrobiana deste cimento. As nanoparticulas foram produzidas pelo método de
gelificacdo i10nica (secas por dois processos diferentes - liofilizacdo e spray drying) e
pela técnica de spray drying. As NPs produzidas foram caracterizadas por espalhamento
de luz, andlise do potencial zeta, MEV, AFM e FTIR. Testes antimicrobianos de
concentracdo minima inibitéria também foram realizados. A caracterizagdo do cimento
contendo NPs foi realizada por meio de testes de fluxo, andlise do tempo de presa, teste
antimicrobiano do halo de inibi¢do e microscopia eletronica de varredura. Os resultados
indicaram que apenas as nanoparticulas liofilizadas possuiam atividade antimicrobiana
sobre o Enterococcus faecalis. Estas nanoparticulas apresentaram tamanho compativel
com os tibulos dentindrios. A composicio AH Plus™/1% nanoparticulas possui
potencial para ser aplicado no tratamento endoddntico, uma vez que as propriedades de
fluxo e de tempo de presa do cimento ndo foram afetadas de forma significativa. No
entanto, ndo foi possivel avaliar a atividade antimicrobiana desta composi¢ao pelo teste

do halo de inibicao.
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In this work the addition of chitosan nanoparticles (NPs) to AH Plus™
endodontic cement was evaluated as an approach to improve the antimicrobial activity
of this cement. Chitosan nanoparticles were produced by ionic gelation method and
spray drying technique. In the former case, NPs were dried by two different processes:
lyophilization or spray drying. The NPs were characterized by light scattering, zeta
potential analysis, scanning electron microscopy, atomic force microscopy and infrared
spectroscopy. MICs and inhibition zone tests were also performed. The characterization
of cement containing nanoparticles was performed by means of setting time and flow
properties analysis. The results indicated that only lyophilized nanoparticles had
antimicrobial activity against Enterococcus faecalis. These nanoparticles presented
compatible size to dentinary tubules. The AH Plus™/1% NPs composition has potential
to be applied in endodontic treatment since cement flow properties and setting time
were not significantly affected. Nevertheless, it was not possible to evaluate

antimicrobial activity of this composition by inhibition zone tests.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

O tratamento endoddntico consiste no acesso a cadmara pulpar, remoc¢éo da polpa
dental viva ou necrosada, limpeza e modelagem do sistema de canais radiculares (SCR)
para que este possa receber o material obturador, responsavel pelo selamento
tridimensional. Sendo a anatomia do SCR muito complexa, torna-se muito dificil
conseguir uma completa desinfeccdo deste devido aos istmos, ramificacdes do canal
principal e reentrancias.

A Figura 1.1 ilustra as etapas do tratamento endoddntico. Durante o preparo
quimico-mecénico, a limpeza é realizada pela acdo mecéanica dos instrumentos
endodénticos visando a eliminacdo de irritantes como 0S microorganismos, Seus
subprodutos e tecido pulpar vivo ou necrosado (Figura 1.1 a). As solucdes irrigadoras
sdo responsaveis pela acdo quimica, atuando como solventes de matéria organica,
lubrificantes e apresentando atividade antimicrobiana. A irrigacdo-aspiracdo cria um
fluxo dentro do canal permitindo a saida dos detritos. A modelagem por sua vez permite
que o canal obtenha um formato final cénico com menor diametro apical e maior em
nivel coronério. O objetivo final do tratamento endodéntico é a restituicdo da funcéo
normal do dente. A obturacdo é considerada a finalizacdo de um conjunto de
procedimentos intracanais que visa substituir o espaco vazio antes ocupado pela polpa
dentaria, por material adequado evitando o transito de bactérias e subprodutos irritantes
entre coroa/periapice e vice-versa (Figura 1.1 b). Normalmente, a maior massa do
material obturador é formada pela guta-percha (material sélido) e complementada com
o cimento endodéntico (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).



(b)

Figura 1.1 (a) Instrumento endoddntico introduzido no canal durante o preparo quimico
mecanico; (b) Canais selados com material obturador. Adaptado de

www.matuckodonto.com.br (acessado em 10 de dezembro de 2010).

A guta-percha é um polimero obtido a partir do metil-butadieno ou isopropeno
que possui duas formas cristalinas: alfa e beta. E utilizada na clinica em forma de cones
e apresenta como propriedade central a viscoelasticidade, pois quando submetida a forca
de compactacao, mantida por alguns segundos, se deforma plasticamente. Quanto maior
a deformacéo plastica, maior o escoamento. Suas vantagens sdo: biocompatibilidade,
radiopacidade, passivel de ser plastificada, estabilidade dimensional, além de ndo alterar
a cor da coroa e ter facil remocdo. A principal desvantagem é a baixa adesividade,
podendo ser deslocada sob pressdo. Por isso € necessaria a complementacdo com o
cimento endodéntico, fazendo com que a interface cones de guta-percha/paredes do
canal radicular seja reduzida. Além disso, o cimento lubrifica as paredes do canal
radicular, facilitando a introducdo do material obturador sélido e o preenchimento das
irregularidades dos canais, nas quais a penetracdo da guta-percha torna-se impossivel
(LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).

A importancia da remocdo dos microorganismos estd relacionada com a
prevencdo para uma subsequente reinfec¢do. O Enterococcus faecalis tem se mostrado a
bactéria mais prevalente nos casos de insucesso do tratamento endoddntico. Quando
presente em infeccBes iniciais apresenta-se em baixissima porcentagem, porém quando
penetra no canal radicular durante ou apos o tratamento, tem a capacidade de resistir a
medicamentos intracanal, solucGes irrigadoras e obturacdo. Em casos de persisténcia
desses microorganismos apos a obturacdo, a atividade antimicrobiana do cimento

endoddntico tem papel fundamental na contribui¢do para o sucesso do tratamento. Seu


http://www.matuckodonto.com.br/

agente antimicrobiano necessita ter a capacidade de se difundir e atingir tabulos
dentinarios e areas contaminadas (MICKEL et al., 2003).

Com tantas opg¢des de cimentos endodonticos no mercado, torna-se cada vez
mais dificil a escolha do melhor material pelo cirurgido dentista. O AH Plus™
(Dentsply De Trey Gmbh, Alemanha) é um cimento resinoso que, segundo o fabricante,
apresenta 6timas propriedades adesivas, excelente biocompatibilidade e boa penetracao
em canais laterais. Apesar dessas qualidades, sua atividade antimicrobiana é
considerada moderada.

A quitosana, polimero natural derivado da desacetilacdo parcial da quitina, tem
grande importancia em diversas aplicacfes biomédicas pela capacidade de exibir alta
atividade antimicrobiana sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas. Sua atividade
antimicrobiana é influenciada por diversos fatores incluindo o tipo de quitosana
utilizado e grau de polimerizacdo dentre outras propriedades fisico-quimicas (QI et al.,
2004). A quitosana pode ser utilizada nas inddstrias cosmética e gastrondmica; em
aplicacbes médicas e odontoldgicas atuando, por exemplo, como carreadoras de
farmacos (YANG e HON, 2009; WILSON et al., 2009), DNA ou proteinas (GAN et al.,
2005), eliminando os microorganismos com sua elevada atividade antimicrobiana (QI et
al., 2004; SHI et al., 2006; ANITHA et al., 2009; DU et al., 2009; SHRESTHA et al.,
2010); atuando como quelante de ions metalicos, etc. Devido a sua versatilidade, este
polimero pode ser produzido na forma de filmes, fibras, hidrogéis, micro ou
nanoparticulas.

Nanoparticulas de quitosana (NPs) tém sido utilizadas como carreadoras de
farmacos. Possuindo tamanho reduzido (entre 40 nm e 100 nm) e superficie positiva (50
mV) podem exibir alta capacidade de sorcdo (fendmeno simultaneo de absorcdo e
adsorcdo) e consideravel atividade antimicrobiana (QI et al., 2005). Sua atividade
antimicrobiana tem relagdo direta com o tamanho das particulas e com o potencial zeta;
caracteristicas estas que podem ser controladas variando-se o pH das solucGes durante a
formacdo das nanoparticulas (ALI et al., 2010). Na odontologia, € importante que as
nanoparticulas tenham tamanho e morfologia adequados para possibilitar a sua
penetracdo nos tdbulos dentindrios, os quais apresentam didmetros médios de 2,5 pum
(COHEN e HARGREAVES, 2007).



1.1.  Objetivos

1.1.1. Objetivo geral da dissertacéo

Avaliar uma estratégia para aumentar a atividade antimicrobiana do cimento AH

Plus™ por meio da incorporacao de nanoparticulas de quitosana (NPs).

1.1.2. Objetivos especificos da dissertagao

e Producdo de NPs pelo método de gelificacdo ibnica ou pela técnica de
spray drying;

e Caracterizacdo das NPs produzidas;

e Caracterizagdo fisico-quimica do cimento AH Plus™ contendo NPs (1%,
5% e 10% (p/p));

e Analise da atividade antimicrobiana das NPs produzidas e do cimento

contendo NPs frente ao Enterococcus faecalis.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cimentos Endoddénticos

O sucesso do tratamento endoddntico depende principalmente da eliminagdo dos
microorganismos presentes na infeccdo do canal radicular, realizada por meio do
preparo quimico-mecanico, das substancias irrigadoras e do preenchimento total do
SCR (KAYAOGLU et al., 2005). Um cimento endodéntico que promova uma boa
adaptacédo do cone nas paredes dos canais radiculares aumenta as chances de sucesso do
tratamento visto que, embora muito importante para a manutencdo do estado de
desinfeccdo dos canais, 0 selamento coronario nem sempre € respeitado. O contato da
saliva com a obturacdo pode fazer com que ocorra uma microinfiltracdo, contaminando
novamente os canais, resultando no fracasso do tratamento (SILVA NETO et al., 2007).
A situacdo ideal ap6s um tratamento endodontico € regeneracdo periapical 0ssea,
ligamento periodontal intacto e deposi¢cdo de cemento em torno do apice (DESAI e
CHANDLER, 2009).

A obturacdo do sistema de canais radiculares (SCR), ultima etapa do tratamento
endodéntico, € realizada com materiais em formato de cones e cimentos. Alguns
materiais tém sido testados para a obturacdo do SCR, porém nenhum substitui a guta-
percha, universalmente aceita como “padrdo-ouro” para 0S materiais obturadores.
Existem na clinica dois tipos de cones: cones de guta percha e cones Resilon™., Os
cones de guta percha sdo fabricados em diversos diametros e tamanhos, atendendo as
necessidades das técnicas de obturacdo. Esses cones sdo amplamente utilizados na
odontologia devido ao baixo custo, a biocompatibilidade e as diversas opg¢des de
cimentos que podem ser associados a estes. Os cimentos sdo necessarios para reduzir as
interfaces cones de guta percha/paredes do canal e cones de guta percha/cones de guta
percha (quando utilizada a técnica de condensacédo lateral); facilitar a introducédo dos
cones no canal e preencher irregularidades néo preenchidas pelo cone. Outro sistema de
obturacdo utiliza o cone Resilon™, um primer especifico e 0 cimento resinoso
Epiphany™. Essa técnica necessita da exposi¢ao dos materiais a luz halégena para que
ocorra a unido entre a dentina e o material (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010). Antes da

obturagdo, é de fundamental importancia a retirada da lama dentinéria (smear layer),
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formada por raspas de dentina cortadas com os instrumentos endodénticos, restos de
solugdes irrigadoras e detritos presentes no interior dos canais. Essa lama pode ocluir os
tbulos dentinarios e canais laterais, prejudicando o preenchimento desses espacos pelo
cimento endodéntico (STAMOS et al., 1995). Os autores realizaram estudos
relacionados a utilizacdo do ultrassom como etapa final da limpeza dos canais e na
obturagdo, no momento da introdugdo do cimento, observando uma melhor remocao da
lama dentinaria e adaptacdo do cimento nas paredes dos canais.

No mercado existem varios tipos de cimentos endododnticos disponiveis,
classificados quanto ao seu constituinte basico. Podem ser a base de oxido de zinco e
eugenol (OZE), hidroxido de célcio, resinosos, ionémero de vidro e a base de silicone.

Os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol sdo freqlientemente utilizados
na clinica. Dentre os utilizados na endodontia, podemos citar: Endofill™ (Dentsply
Maillefer), Intrafill™ (SSWhite) e Kerr Pulp Canal Sealer™ (SybronEndo, EUA).
Quando os cimentos com esse constituinte basico sdo aplicados em cavidades
dentinarias, pouca quantidade de eugenol se difunde pela dentina até atingir a polpa. Em
baixas concentracGes, o0 eugenol atua como anestésico e antiinflamatorio. Como
restauracdo provisoria, pode facilitar a reparacdo do tecido pulpar, embora uma
aplicacdo direta do eugenol sobre a polpa exerca efeito deletério. No entanto, em altas
concentracdes, 0 eugenol torna-se citotoxico (MARKOWITZ et al., 1992). Durante a
obturacdo, o extravasamento de uma pequena quantidade de cimento contendo eugenol
pelo forame apical pode exercer efeitos antiinflamatorios e analgésicos sobre os tecidos
perirradiculares, enquanto que uma grande quantidade de cimento extravasado tende a
interferir negativamente no processo de reparo tecidual. As propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas do cimento dependem do tamanho de particulas da fase sélida
(pd), pureza das matérias-primas, condi¢cdes do ambiente clinico (umidade relativa do ar
e temperatura) e do tempo e modo de espatulacdo (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).

Dentre os cimentos contendo hidréxido de célcio podemos destacar: Sealapex™
(SybronEndo/Kerr, EUA) e Sealer 26™ (Dentsply, Brasil). Os cimentos & base de
hidroxido de célcio possuem muitos efeitos bioldgicos benéficos embora apresentem
alguns requisitos fisico-quimicos inconvenientes, como por exemplo, a falta de
radiopacidade, pouco escoamento e solubilizacdo com o tempo. DESAI e CHANDLER
(2009) realizaram uma revisdo bibliografica das principais caracteristicas desses
cimentos e afirmaram que as duas maiores razdes para 0 amplo uso deles séo a

estimulagdo de reparacdo dos tecidos periapicais e seus efeitos antimicrobianos. Além

6



disso, sua toxicidade mostrou-se mais amena quando comparada a outros tipos de
cimentos.

Em relacdo aos cimentos a base de silicone, existem poucos estudos avaliando
suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas. Um exemplo desse grupo é o RoekoSeal
Automix™ (Dental Products, Langenau, Alemanha). O cimento ¢ colocado no canal
através de um aplicador especifico, o qual mistura o cimento na dosagem apropriada.
Sua polimerizacdo completa independe da umidade e da temperatura (LOPES e
SIQUEIRA JR., 2010). LEONARDO et al. (2008) avaliaram histologicamente o0s
tecidos perirradiculares de dentes de cdes ap6s a obturacdo com o RoekoSeal
Automix™ e o AH Plus™ (cimento resinoso). Em relacdo ao infiltrado inflamatério, a
espessura do ligamento periodontal e a quantidade de reabsorcao dentinaria, cementéria
ou 6ssea ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
cimentos empregados.

Cimentos a base de iondémero de vidro tém sido amplamente utilizados na
odontologia em conseqiiéncia de suas propriedades benéficas tais como atividade
antimicrobiana, efeito cariostatico, adesdo quimica a estrutura dentaria e
biocompatibilidade. O Ketac-Endo™ (3M-ESPE, Alemanha) é o representante mais
estudado desse grupo. SHALHAV et al. (1997) mostraram que esses cimentos
apresentaram uma potente, porém curta, atividade antimicrobiana, a qual se mostrou
mais eficaz quando o cimento estava fresco e quase nula no periodo ap6s 24 horas da
manipulacdo.

Os cimentos a base de resina epOxi apresentam uma Otima adesdo com as
paredes dentinarias e uma significativa penetracdo nos tubulos dentinarios (RAHIMI et
al., 2009). Estes sdo comumente representados pelo AH 26™ (Dentsply / Maillefer,
Ballaigues, Sui¢a) ¢ AH Plus™ (Dentsply DeTrey GmbH, Alemanha). Além das
vantagens citadas acima, ainda apresentam uma excelente capacidade de selamento
apical. Com o objetivo de tentar reduzir a microinfiltragdo e 0s espacos vistos em
obturacBes com guta-percha, foi desenvolvido um novo sistema relacionado com o0s
procedimentos adesivos da dentina. Este sistema é composto pelo cimento resinoso a
base de metacrilato, Epiphany™ (Pentron Clinical Technologies) e pelos cones a base
de poliéster, Resilon™ (RealSeal; SybronEndo) (SLUTZKY-GOLDBERG et al., 2008).
As paredes dentinarias sdo preparadas para o contato com o Resilon e o cimento através
de um primer e apos a obturacdo uma luz halégena é utilizada para formar uma ligacéo
entre a dentina e o material obturador (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).



Existem alguns requisitos basicos que os cimentos necessitam preencher, tais

como:

Escoamento - Quando manipulado o cimento necessita obter um escoamento adequado
que permita uma boa penetracdo nas ramificagdes, istmos e irregularidades das paredes
dos canais, mas que ndo promova um extravasamento apical desnecessario. Canais
laterais e tubulos dentinarios sdo regides propicias ao estabelecimento e multiplicacéo
de microorganismos. O cimento deve conseguir preencher estes canais e tubulos
favorecendo uma obturacéo tridimensional, visto que estas areas quando ndo obturadas

devidamente podem levar ao insucesso do tratamento (STAMOS et al., 1995).

Adesividade entre o cimento endoddntico e a dentina das paredes dos canais radiculares

- Essa forca adesiva é importante para manter a integridade do selamento e da
obturacdo, evitando futuras microinfiltragdes. Um cimento com viscosidade adequada
penetrara mais facilmente em ramificacdes e tubulos dentinarios, promovendo de forma
mecanica, uma boa adesdo (TAGGER et al., 2002).

Biocompatibilidade do cimento com o0s tecidos adjacentes — N&o apenas o cimento

como também a guta-percha ndo devem interferir negativamente no processo de reparo
dos tecidos com 0s quais estdo em contato. Embora a maioria dos cimentos apresente
citotoxicidade antes da presa, normalmente perdem esta propriedade apds
endurecimento (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010). A citocompatibilidade e a capacidade
de gerar mutacOes génicas dos cimentos e seus componentes que se difundem,
necessitam ser estudadas criteriosamente para averiguar a viabilidade do seu uso na
clinica (HUANG et al., 2002). Por isso, é preciso conhecer as caracteristicas bioldgicas
dos cimentos antes de sua aplicagéo clinica. Varios estudos tém mostrado que alguns
cimentos a base de resina epoxi frescos podem induzir fortes efeitos citotdxicos. No
caso do AH26™, esses efeitos podem ser explicados devido a presenca de formaldeido.
Além de citotoxico, este cimento também tem mostrado efeitos mutagénicos, em
contraste com o AH Plus™ que ndo demonstra nenhum efeito mutagénico e citotdxico,

apresentando maior biocompatibilidade (LEYHAUSEN et al., 1999).

Tempo de trabalho — O material deve permitir que o profissional consiga fazer a

manipulacdo de acordo com o fabricante e proceda a sua consulta em tempo razoavel
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até o término da obturacdo sem alteracdes na consisténcia do cimento. O tempo de presa
do cimento é o tempo necessario para que todas as reagdes ocorram e o cimento obtenha
o endurecimento definitivo. O ideal é que ao tomar presa haja uma leve expansdo do

cimento, promovendo um selamento tridimensional da area.

Fécil insercdo e remogcdo — O cimento deve apresentar solubilidade em solventes

disponiveis no mercado (eucaliptol e 6leo de laranja, por exemplo), possibilitando o
retratamento, quando necessario. Deve ser insoltvel em fluidos teciduais e na saliva,
garantindo a integridade da obturagdo. Além disso, deve ser impermeavel, néo
permitindo o transito de fluidos contendo bactérias e suas toxinas no interior dos canais
radiculares (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).

Radiopacidade — Esta caracteristica € importante para controlar radiograficamente o
preenchimento do canal radicular e depende do tipo de cimento e cones utilizados,
compactagdo e volume da obturacdo. Sulfato de bario, carbonato de bismuto, dxido de
zinco e oxido de bismuto sdo substancias quimicas empregadas como opacificadores
dos cimentos endoddnticos. Embora tenham que ser radiopacos, os cimentos ndo devem
manchar a estrutura dentéria (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).

Atividade antimicrobiana - A obturacdo do sistema de canais radiculares com um

cimento que apresenta atividade antimicrobiana ndo apenas no momento da obturacéo
como também continue eliminando as bactérias presentes dentro dos tubulos dentinarios
ou areas de reentrdncias tende a melhorar a qualidade do tratamento (HELING e
CHANDLER, 1996). Atividade antimicrobiana e biocompatibilidade sdo dois requisitos
que devem estar associadas no momento da escolha de um material obturador
apropriado (HUANG et al., 2002).

No momento da escolha de um cimento endoddntico, outras propriedades, assim
como estabilidade dimensional, também precisam ser consideradas (KAYAOGLU et
al., 2005).



2.2. Atividade Antimicrobiana

Embora a instrumentacdo, as substancias irrigadoras e a medicacao intracanal
reduzam significativamente o nimero de microorganismos presentes na infeccdo dos
canais radiculares, € impossivel elimina-los totalmente em todos os casos. Por isso, 0
uso de cimentos endoddnticos que apresentem atividade antimicrobiana é muito
importante para a eliminacdo desses microorganismos que sobreviveram as etapas
anteriores e a erradicacao da infeccdo (ZHANG et al., 2009).

As bactérias remanescentes no SCR ap6s o tratamento endodéntico podem
ocasionar a manutencéo ou o aparecimento de uma lesdo perirradicular, determinando o
fracasso do tratamento endodoéntico. Para que estas bactérias sejam capazes de ocasionar
o fracasso do tratamento elas necessitam possuir capacidade de adaptacdo ao ambiente
modificado drasticamente pelas etapas do tratamento endodontico; adquirir nutrientes e
resistir aos efeitos antimicrobianos dos materiais obturadores; alcangar nimeros criticos
e exibir viruléncia suficiente para manutencdo ou aparecimento de inflamacdo
perirradicular; e ter acesso irrestrito aos tecidos perirradiculares para exercer
patogenicidade. Além disso, microrganismos inibidores devem estar ausentes ou em
baixos nimeros no SCR (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010).

O E. faecalis, uma vez estabelecido no interior do canal radicular, tem se
mostrado o microorganismo mais resistente tendo, portanto, um importante papel no
insucesso dos tratamentos endodénticos (MICKEL et al., 2003; DENG et al., 2009). E
considerada a espécie mais prevalente em dentes com canal tratado, estando presente
em infeccdes secundarias/persistentes. Além disso possui capacidade de invadir tabulos
dentinarios (LOPES e SIQUEIRA JR., 2010). Sua resisténcia pode ser atribuida ao
polimorfismo genético, penetracdo nos tdbulos dentindrios, adaptacdo répida a
condicBes adversas, resisténcia as substancias antimicrobianas empregadas durante o
preparo e a formacdo de biofilme. Quando os microorganismos se organizam em
comunidade apresentando suas células aderidas umas a outras e as superficies e/ou
interfaces, formando o biofilme, sua capacidade de resistir aos tratamentos
antimicrobianos passa a ser maior do que se estivesse isolado (DENG et al., 2009).

Os microorganismos que se posicionam superficialmente nas paredes dentinarias
do canal sdo facilmente retirados durante o preparo quimico-mecanico. Ja 0s que

penetram nos tdbulos dentinarios, sdo mais dificeis de serem eliminados, sendo
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necessario lancar mao da atividade antimicrobiana do cimento endodéntico como ultimo
recurso de combate a esses microorganismos. Além disso, devido a dificuldade de
remocdo total da lama dentinaria (smear layer) formada durante a instrumentacéo, o
contato direto dos cimentos com as bactérias nem sempre é possivel na clinica. Devido
a estes locais de fixacdo e multiplicacdo das bactérias, € necessario que os testes
realizados com os cimentos sejam baseados no contato direto ou indireto (por meio do
uso de membranas como barreiras) do cimento com os microorganismos (KAYAOGLU
et al., 2005).

No mercado, devido a diversidade de cimentos disponiveis, existe uma enorme
variedade de agentes antimicrobianos. E interessante que o agente haja rapidamente
sobre 0 microorganismo, embora sua atividade tanto a curto quanto em longo prazo seja
fundamental (KAYAOGLU et al., 2005). Além disso, o conceito do sepultamento de
bactérias sugere que ao escoar para os tubulos dentinarios o cimento isola as bactérias e
estas se tornam inofensivas quando privadas de seus nutrientes essenciais e do espaco
necessario para seu crescimento e proliferacdo (MAMOOTIL e MESSER, 2007).

SIQUEIRA JR. et al. (1996) analisaram através da microscopia eletrénica de
varredura (MEV), a penetracao de diversas bactérias em tabulos dentinarios, dentre elas
o0 E. faecalis. Os dentes utilizados no experimento tiveram suas paredes internas tratadas
(desinfetadas) e colonizadas pelas seguintes bactérias: Porphyromonas endodontalis,
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelii, Porphyromonas gingivalis,
Propionibacterium acnes e Enterococcus faecalis. Constataram a presenca de todas as
bactérias utilizadas, associadas ou ndo, em diversas profundidades, na maioria dos
tabulos.

Em outro estudo também utilizando MEV, dentes ndo tratados e com leséo
periapical foram submetidos a analise para observacdo do padrdo de colonizacdo
microbiana dos canais radiculares. Células bacterianas foram encontradas em
praticamente todas as areas do SCR. Apesar do achado mais comum ter sido a
penetracdo superficial nos tubulos, células bacterianas foram encontradas atingindo até
300 um de profundidade. Uma importante observacdo para o auxilio no tratamento
endodéntico foi que muitas vezes essas bactérias estavam associadas, formando um
biofilme, dificultando a erradicacdo total destas apenas com 0s procedimentos usuais
(SIQUEIRA JR. et al., 2002).

Um dos métodos mais utilizados para a avaliagdo da atividade antimicrobiana de

cimentos endodonticos € o de difusdo em Agar. Neste método mede-se o halo de
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inibicdo (halo sem crescimento bacteriano) formado ao redor de onde o cimento é
depositado. Apesar de ser uma metodologia consolidada, ainda é preciso comprovar se o
tamanho do halo de inibicdo depende somente da toxicidade do cimento ou se também
tem relacdo a capacidade de difusdo do material. Neste método o cimento pode ser
depositado diretamente em poc¢os confeccionados no Agar (LEONARDI et al., 2009) ou
sobre discos de papel de filtro posteriormente colocados sobre o Agar (KOPPER et al.,
2007).

Um estudo utilizando quatro cimentos endodénticos foi realizado para observar
a atividade antimicrobiana destes sobre o E. faecalis. Discos impregnados com 0s
cimentos foram colocados em placas contendo o microorganismo e o halo de inibigédo
formado por cada cimento foi observado. O cimento a base de dxido de zinco e eugenol
obteve o maior halo mostrando, portanto, a melhor atividade antimicrobiana. O cimento
resinoso AH Plus™ ndo demonstrou nenhuma atividade antimicrobiana (MICKEL et
al., 2003).

GOLDBERG-SLUTZKY et al. (2008) tambeém analisaram a atividade
antimicrobiana de quatro cimentos endoddnticos sobre o E. faecalis, por meio do teste
de contato direto. Alguma atividade antimicrobiana foi mostrada apenas pelo cimento a
base de hidroxido de calcio. Similarmente ao estudo descrito acima, o AH Plus™ nao
mostrou nenhuma atividade antimicrobiana. Este fato pode estar relacionado a
pouquissima quantidade de formaldeido liberada por este cimento.

Em contraste com os dois estudos descritos anteriormente, KAYAOGLU et al.
(2005) demonstraram que quando o AH Plus™ foi submetido ao teste de contato direto
apresentou uma reducdo significativa do numero de bactérias. No teste de contato
indireto foi utilizada uma membrana como barreira, simulando a falta de contato direto
que ocorre na clinica, devido a profundidade de penetracdo das bactérias nos tubulos
dentinarios e a dificuldade de remocdo total da lama dentinaria presente nestes. Sob
estas condi¢des houve uma drastica reducao no poder antimicrobiano do cimento.

ZHANG et al. (2009) submeteram o AH Plus™ ao teste de contato direto
modificado. No primeiro dia, 0 cimento apresentou atividade antimicrobiana
satisfatdria, reduzindo significativamente o nimero de bactérias nos dois primeiros
minutos e eliminando todas elas entre os primeiros cinco a vinte minutos. Apos o sétimo
dia, o cimento ndo apresentou atividade antimicrobiana. Em relagdo ao seu pH, quando
fresco se manteve basico, em torno de 10,0, apresentando depois uma reducéo para 6,0

do primeiro ao terceiro dia, tornando a se elevar ap6s o sétimo dia para 7,5.
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YUCEL et al. (2006) realizaram um experimento no qual observaram a
penetracdo bacteriana (E. faecalis) em 100 dentes, 30 e 60 dias apds a obturacéo.
Utilizaram quatro cimentos endodonticos diferentes para obturacdo dos dentes, dentre
eles o AH Plus™ e o AH 26™. Apesar dos cimentos ndo apresentarem diferenca
estatisticamente significante, o AH Plus™ foi o cimento que apresentou a maior
infiltracdo bacteriana tanto na anlise feita no 30° quanto no 60° dia.

Em relacdo aos cimentos a base de hidroxido de calcio, HELING e CHANDLER
(1996) observaram que o0 cimento obteve a maior atividade antimicrobiana apds o
sétimo dia, a partir da obturacédo. Isso ocorreu devido a formacéo de hidroxido de calcio,
a partir do contato do o¢xido de calcio com fluidos orais. O elevado poder
antimicrobiano foi atribuido a baixa solubilidade e ao efeito neutralizador do pH do
hidroxido de célcio dentro dos tubulos dentinarios.

Ainda na pesquisa supracitada, o cimento endodontico AH 26™, a base de
resina epdxi, mostrou a melhor atividade antimicrobiana no periodo entre as primeiras
vinte e quatro horas e o sétimo dia. A liberacdo do formaldeido atingiu seu pico dentro
de quarenta e oito horas e decresceu até o sétimo dia. Embora esse cimento tenha
apresentado uma excelente atividade antimicrobiana, os autores detectaram alta
citotoxicidade. Geralmente, uma potente atividade antimicrobiana vem acompanhada de
citotoxicidade (KAYAOGLU et al., 2005).

2.3. AH Plus™

Muitos cimentos endodoénticos vém sendo utilizados juntamente com a guta-
percha para obturar o canal radicular apos o preparo quimico-mecanico. O AH Plus™ ¢
um cimento endoddntico a base de resina epdxi bastante utilizado nesta especialidade
(Figura 2.1). De acordo com o fabricante, este cimento possui propriedades vantajosas
semelhantes as do AH 26™, preservando a quimica das amino ep6xi (VERSIANI et al.,
2006). A principal diferenga entre o AH Plus™ e seu precursor AH 26™ ¢é que a
quantidade de formaldeido liberada pelo AH Plus™ durante o processo de cura ¢
minima. Levando em consideracdo a discreta liberacdo deste componente, a atividade
antimicrobiana do AH Plus™ provavelmente vem de outros componentes presentes em
sua formula (KAYAOGLU et al., 2005).
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De acordo com o fabricante, a excelente biocompatibilidade e radiopacidade séo
0s principais pontos positivos do cimento. Além disso, suas propriedades fisicas e
apresentacdo na forma de duas pastas permitem uma facil manipulacéo e utilizacdo em
qualquer técnica de trabalho. Na Tabela 2.1, esta listada a composicdo de cada pasta e

na Tabela 2.2, encontram-se as caracteristicas e os beneficios do AH Plus™.

Figura 2.1 Apresentacdo comercial do AH Plus™ (www.dentsply.com.br). Acessado
em 10 de dezembro de 2010.

Tabela 2.1 Composigado do cimento AH Plus™, segundo 0 fabricante. Adaptado de
LEYHAUSEN et al. (1999).

AH Plus™
Pasta A (Lote n° 9502188) Pasta B (Lote n°® 9504176)

Resina epoxi Amina adamantana
Tungstato de célcio N,N-dibenzil-5-oxanonano-diamina-1,9
Oxido de zirconio TCD-diamina
Oxido de ferro Tungstato de célcio
Aerosil Oxido de zirconio

Aerosil

Oleo de silicone
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Tabela 2.2 Caracteristicas e beneficios do AH Plus™ (www.dentsply.com.br). Acessado
em 10 de dezembro de 2010.

Caracteristicas

Facil manipulagdo, muito baixo
vazamento, baixa contracéo, alta

estabilidade.

Propriedades auto-adesivas
proporcionando alta adesivacéo a

dentina.
Baixa solubilidade.

Biocompatibilidade: Biologicamente
inerte. Apresenta moderada

propriedade antimicrobiana.

Alta radiopacidade (13.6Al).

Maior tempo de trabalho.

Tolera o calor ndo perdendo suas
propriedades quimicas durante a

termoplastificacao.

Beneficios

Promove selamento sem espacos.

Promove selamento sem espagos.

Maior tempo de selamento.

Seguranca.

Excelente visualizacdo das imagens

em raios-X.

Penetrar em todos os canais acessorios
e ndo é necessario de apressar para

realizar o procedimento.

Ideal para técnica de

termoplastificacao.

BALDI (2009) avaliou as propriedades fisico-quimicas do AH Plus™ preparado

com diferentes porcdes de pastas retiradas das bisnagas, observando que a pasta B

apresentava-se bastante fluida em determinados momentos de uso, principalmente na

porgéo inicial da pasta. Suspeitou-se que ndo ocorreu uma completa miscibilidade entre

0S componentes organicos e inorganicos da pasta B. Além disso, ressaltou a importancia

da manutencdo da propor¢cdo mondmeros/catalisadores para que ndo ocorra uma

variacdo das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do cimento. O autor néo
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conseguiu determinar se a fase fluida retirada da pasta era apenas os catalisadores,
apenas o 6leo de silicone ou um pouco de cada componente. A presenca do 6leo de
silicone e sua proporcéo na fase liquida coletada da pasta B podem ter interferido no
tempo de presa do cimento.

A profundidade e a densidade da penetracdo dos cimentos nos tubulos
dentinarios sdo influenciadas por caracteristicas fisico-quimicas desses materiais.
MAMOOQOTIL e MESSER (2007) mostraram uma maior profundidade e densidade de
penetracdo dos cimentos resinosos quando comparados a outros cimentos. Foi também
verificado que a remocdo da lama dentinaria auxilia a penetragdo dos cimentos nos
tibulos. Como método de analise da penetracdo dos cimentos nos tabulos dentinérios,
foi utilizado o MEV. As imagens produzidas permitiram uma observacéo detalhada dos
tubulos, da integridade e superficie do cimento. Também pdde ser observada a
adaptacdo do cimento dentro dos tabulos. Algumas desvantagens desta técnica sdo a
producdo de artefatos durante a preparacdo das amostras para analise, e a falta de
obtencg&o de todos os detalhes em determinadas resolucdes.

VERSIANI et al. (2006) realizaram um estudo in vitro comparando as
propriedades fisico-quimicas de dois cimentos resinosos: AH Plus™ e Epiphany™, de
acordo com a ANSI/ADA n° 57/ 2000. Dentre as propriedades analisadas estavam
tempo de presa, solubilidade, escoamento, espessura de pelicula e expansdo. O AH
Plus™ manteve a maioria de suas propriedades dentro das especificagdes padrdo e
apresentou superioridade de algumas de suas propriedades em relacdo as do
Epiphany™.

O sucesso do tratamento endodontico apenas pode ser completo se o material
obturador for biocompativel e promover um selamento bioldgico da regido periapical.
SCARPARO et al. (2009) realizaram um estudo sobre a histologia do tecido
perirradicular, utilizando implantacao de tubos de polietileno contendo determinado tipo
de cimento endododntico em subcutédneo de ratos. Foi observado que os cimentos
resinosos a base de metacrilato e cimentos de 6xido de zinco e eugenol apresentaram
um maior potencial para reagdo inflamatoria que o AH Plus™. Este demonstrou o
mesmo infiltrado inflamatério quando comparado ao grupo controle ap6s longo periodo
de tempo. O numero de células inflamatdrias decresceu de acordo com os intervalos de
analise (7, 30 e 60 dias), mostrando que a reacéo inflamatoria apresentou uma tendéncia

a diminuir com o passar do tempo.
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A foérmula do AH Plus™ nao contém metamina, que quando hidrolisada forma
amonia e formaldeido. HUANG et al. (2002) comprovaram que os efeitos citotdxicos
deste cimento mantiveram uma relacdo dose-dependente, na qual com o aumento da
pasta A ou B isoladas ou misturadas, o numero de células sobreviventes diminuiu. O
componente que apresentou a maior inibicdo das células foi a pasta B. Ja os efeitos
citotoxicos do AH 26™ fresco ou com presa completa foram superiores devido a
elevada liberacdo de formaldeido, principalmente no periodo proximo a sua introdugdo
no canal radicular. Ainda neste estudo, apesar de isolada, os autores mostraram uma
possibilidade de mutagenicidade do AH Plus™ pos-tratamento. Por outro lado,
LEYHAUSEN et al. (1999) ndo observaram em seus estudos genotoxicidade e
mutagenicidade relacionadas ao AH Plus™. Além disso, mostraram que o cimento
provocou discreta ou nenhuma injaria celular.

OLIVEIRA et al. (2010) avaliaram mudanc¢as na biocompatibilidade do AH
Plus™ apds adicao de hidroxido de calcio no cimento. As analises foram realizadas
através de implantes de tubos de silicone em tecido subcutaneo de ratos e observacao do
tecido inflamatério formado quando em contato com os tubos. Os resultados
comprovaram que a adicdo do hidréxido de célcio ao cimento fez com que houvesse
uma menor resposta inflamatoria e uma menor citotoxicidade. Ainda testando adigao de
hidroxido de célcio no AH Plus™, outro estudo avaliou alteragdes nas propriedades
fisicas do cimento, concluindo que a adi¢cdo de 5% ou 10% de hidroxido de Calcio ao
cimento ndo interferiu no tempo de presa, porém a adicdo de 10% reduziu

significativamente seu escoamento (DUARTE et al., 2010).

2.4. Quitina

A quitina é a segunda substancia organica mais abundante na biosfera, depois da
celulose, apesar de superar esta segundo a taxa de reposicao, que chega a ser duas vezes
maior. Possui baixa toxicidade e é insollvel em &gua e na maioria dos solventes
organicos usuais. E um polimero linear que tem como unidade repetitiva um
dissacarideo unido por uma ligagdo glicosidica (Figura 2.2) (ANITHA et al., 2009).

Suas ligacdes do tipo B (1 — 4) definem os terminais redutores e ndo redutores das
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cadeias polimeéricas, sendo a hidroxila livre ligada ao carbono 1 e carbono 4,
respectivamente, do anel de glicopiranose. (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

noNalo ]
0=<ms

Figura 2.2 Formula estrutural da quitina. Adaptado de www.Polymar.com.br (acessado
em 10 de dezembro de 2010).

Sendo um polissacarideo natural, a quitina pode ser extraida da biomassa ou a
partir de matérias-primas abundantes e baratas, tais como exoesqueleto de artropodes,
algas diatoméaceas e paredes celulares de fungos e leveduras. Apesar de ser sintetizada
por uma enorme quantidade de animais e vegetais, as principais fontes comerciais de
obtengdo da quitina sdo as carapacas de caranguejo e de camardo, descartadas pelas
indUstrias pesqueiras. Sua biossintese ndo é controlada estritamente por fatores
genéticos, apresentando variacGes de composicdo quanto ao comprimento das cadeias,
conteddo de unidades glicosamina acetiladas e desacetiladas e sua distribuicdo ao longo
das cadeias. Essas variagdes também podem ocorrer em funcdo da espécie utilizada e
seu estagio de desenvolvimento. Como raramente ocorre em forma pura, a completa
eliminacdo das outras substancias associadas a quitina ndo € simples, dificilmente
atingindo o padrdo de pureza necessario para determinadas aplicacbes. No caso de
aplicacdes em areas como a medicina, indUstria farmacéutica e alimenticia € importante
determinar, por exemplo, o conteudo residual de metais pesados (CAMPANA-FILHO
et al., 2007).

A extracdo da quitina a partir da biomassa passa por tratamentos quimicos
sequenciais de desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo, néo
necessariamente nesta ordem, a fim de eliminar as substancias que a acompanham. Na
desmineralizagdo, sdo utilizadas solu¢fes aquosas de diferentes &cidos (&cido cloridrico

e acido acético, por exemplo) para eliminar os sais minerais, principalmente o carbonato
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e fosfato de calcio. Condigcbes vigorosas relacionadas a temperatura e tempo de
tratamento devem ser evitadas para que ndo haja degradacdo das propriedades
macromoleculares da quitina. Solugbes de EDTA podem ser utilizadas embora o
tratamento com estas seja mais brando e menos eficiente. A desproteinizacdo pode ser
realizada através da utilizacdo de solugdes aquosas de diferentes bases como, por
exemplo, hidréxido de sodio ou hidrdxido de potassio. Quando necessaria, a remogao
dos pigmentos pode ser feita por extracdo com solventes (etanol e acetona sdo 0s mais
comuns) ou por branqueamento (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

A quitina adota estruturas polimérficas de acordo com o organismo em que esta
presente e o papel que desempenha. Diferencia-se em formas distintas que
correspondem a diferentes arranjos no estado sélido com disposi¢fes distintas das
cadeias do polimero nas lamelas ou folhas constituintes dos dominios cristalinos. Sdo
trés formas:

o-quitina: encontrada em estruturas rigidas e resistentes, associada as proteinas
e/ou materiais inorganicos, ¢ a forma mais abundante e estavel (a transformacdo das
outras duas formas nesta € irreversivel). Possui denso empacotamento devido a
disposicdo antiparalela das cadeias polimericas em diferentes lamelas ou folhas,
favorecendo a ocorréncia de muitas ligacdes de hidrogénio inter- e intra-cadeias da
mesma lamela e de lamelas diferentes. Apesar de ser insolivel em agua, é capaz de
absorver e reter umidade.

B-quitina: ocorre em estruturas flexiveis/resistentes. Cadeias de diferentes
lamelas encontram-se paralelas, dificultando a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, deixando o empacotamento do material menos denso. Tem aspecto
fibroso, ndo se solubiliza em agua, mas por ser menos densa € capaz de absorver mais
umidade do que a forma anterior.

y-quitina: também encontrada em estruturas flexiveis/resistentes, ¢ uma
combinacéo do arranjo estrutural das duas anteriores, sendo cadeias de duas lamelas em
disposicdo paralela intercaladas por lamelas com cadeias antiparalelas (CAMPANA-
FILHO et al., 2007).

Quando submetidas a difracdo de raios X, a a-quitina apresenta um maior
numero de picos cristalinos quando comparada com a B-quitina, que apresenta picos
mais largos e menos intensos, confirmando uma estrutura menos ordenada. Além disso,

a cristalinidade das amostras depende de fatores como a natureza do organismo do qual
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a quitina foi extraida e as condi¢fes as quais o polimero foi submetido no processo de
extracdo. Outro método que pode ser utilizado para distinguir as estruturas polimorficas
da quitina € a espectroscopia no infravermelho, embora por este a distingdo seja mais
dificil (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

2.5. Quitosana

A quitosana € um polissacarideo linear obtido a partir da desacetilacdo parcial da
quitina. Sua estrutura priméaria é idéntica a da quitina, ressaltando que na quitosana
predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (Figura 2.3). A completa
desacetilacdo da quitina é raramente realizada por serem necessarias muitas reacoes
consecutivas, que favoreceriam sua progressiva despolimerizacdo. Assim, 0 termo
quitosana abrange o conjunto de copolimeros que contém pelo menos 50-60% dessas
unidades (grau de desacetilacdo maior que 50%). Na pratica, é a solubilidade que
permite uma distincdo rapida e simples entre quitina e quitosana, pois apenas a
quitosana é soltvel em solucbes aquosas diluidas de varios &cidos (&cido acético e
cloridrico séo os mais empregados) (CAMPANA-FILHO et al., 2007). Assim, quando o
grau de desacetilacdo se torna maior que 50%, a quitina passa a ser soluvel em meio
aquoso e o polimero passa a ser denominado quitosana. A desacetilagdo pode ser
realizada através de processos quimicos ou microbiolégicos (utilizando enzimas
especificas ou microorganismos). As caracteristicas da quitosana podem variar de
acordo com o grau de desacetilacdo da quitina.

O acesso aos sitios reativos presentes nos dominios cristalinos da quitina é
limitado, fazendo com que a hidrolise alcalina dos grupos acetamido, que leva a
obtenc¢éo da quitosana, ndo ocorra de forma homogénea e completa ao longo de todas as
cadeias. Simultaneamente, € comum a ocorréncia de reacbes como despolimerizacao e
outras colaterais. Conseqlientemente, a desacetilagdo da quitina realizada em
laboratorios e em escala industrial, d& origem a copolimeros de composi¢do e massa
molar varidveis, ndo mantendo uma padronizacdo das propriedades e caracteristicas

mesmo em condicdes reacionais semelhantes (CAMPANA-FILHO et al., 2007).
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Figura 2.3 Formula estrutural da quitosana. Adaptado de www.Polymar.com.br

(acessado em 10 de dezembro de 2010).

Uma propriedade varidvel das solu¢des contendo quitosana é a viscosidade. Esta
varia em funcdo do grau de desacetilacdo, peso molecular, concentracdo, pH e
temperatura. Geralmente, com 0 aumento da temperatura nota-se um decréscimo na
viscosidade da solucdo. Ja o efeito do pH na viscosidade depende do acido utilizado
(RABEA et al., 2003).

A quitosana possui grupos amino e hidroxila funcionais, 0s quais podem ser
devidamente modificados, a fim de conferir propriedades distintas e desejadas de acordo
com a funcdo bioldgica a ser desempenhada. Os grupos amino podem sofrer diversas
reacOes para dar origem, por exemplo, a produtos com propriedades antibacterianas,
antifungicas, antivirais, anti-acidas, antialérgicas, anti-Ulceras, biocompativeis e
biodegradaveis (PILLAI et al., 2009). Sua natureza quimica também possibilita
modificagdes covalentes e idnicas que permitem adequacGes das propriedades
bioldgicas e mecénicas de acordo com a aplicacdo (KIM et al., 2008).

E considerado um polimero muito versatil com aplicagdes nas indUstrias
cosmética e alimenticia e como agente de floculacdo no tratamento de efluentes
aquosos. Sua capacidade de interagir com varias substancias como proteinas, lipideos,
pesticidas, corantes, ions metalicos e radioistopos garantem aplicacBes voltadas para
deteccdo e andlise dessas substancias, sua concentracdo e recuperagdo. Exibe também
alta atividade antimicrobiana, e devido a sua atoxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade €é aplicada em agricultura, medicina, odontologia e industria
farmacéutica (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

A variedade de aplicacdes da quitosana conta com a diversidade de formas nas

quais pode ser preparada, tais como: solucdes de viscosidade controlada, geis, filmes,
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membranas, microesferas e nanoparticulas. As nanoparticulas, por exemplo, podem ser
produzidas baseadas na gelificagdo idnica entre sitios positivos da quitosana e negativos
do tripolifosfato de sddio (TTP) (KISHEN et al., 2008; DU et al., 2008; SHRESTHA et
al., 2009). PILLAI et al. (2009) descreveram a eletrofiagdo como um método promissor
e versatil de processamento de fibras com didmetros nanomeétricos.

A quitosana é considerada um bioadesivo. Sua natureza catidnica possibilita
interacbes com diversas moléculas carregadas negativamente. Apresenta varias
vantagens sobre outros tipos de desinfetantes por possuir uma excelente atividade
antimicrobiana e antifingica, um amplo espectro de acdo e baixa toxicidade em células
de mamiferos. Interacbes entre moléculas de quitosana positivamente carregadas e
membranas celulares microbianas com carga negativa levam a uma alteracdo na
permeabilidade da célula bacteriana, causando um extravasamento de diversos
constituintes intracelulares. Consequentemente, a quitosana atua principalmente na
superficie externa das bactérias. Além disso, a quitosana pode atuar como agente
quelante, ligando-se seletivamente a qualquer traco de metal, inibindo a producéo de
toxinas e o crescimento microbiano. Um terceiro modo de acdo sugerido envolve a
penetracdo da quitosana de baixa massa molar na célula, ligando-se ao DNA, inibindo a
sintese de RNA e proteinas. Entretanto, a quitosana mostra sua atividade antimicrobiana
apenas em meio &cido, devido a sua baixa solubilidade em pH acima de 6,5 (RABEA et
al., 2003).

2.5.1. Nanoparticulas de Quitosana

A nanotecnologia esté relacionada ao estudo de materiais em uma escala muito
pequena. No caso das nanoparticulas, séo compostas por, no maximo, algumas centenas
de atomos, nas quais as propriedades dos materiais diferem dos objetos em escalas
maiores. Um determinado material quando produzido em escala nanométrica, pode ter o
aprimoramento de suas propriedades, tornando-se, por exemplo, mais leve, resistente
e/ou funcional. No caso dos biomateriais, a melhora pode ocorrer na
biocompatibilidade.

No caso de materiais poliméricos, as nanoparticulas podem ser compostas de

polimero natural, sintético ou semi-sintético. Seu tamanho varia entre 1 nm até 100 nm.
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Sdo0 mais vantajosas que as microparticulas maiores por serem mais adequadas para a
administragdo intravenosa. Farmacos ou outras moléculas normalmente utilizadas em
conjunto com as nanoparticulas podem apresentar-se dissolvidas em seu interior,
aprisionadas, encapsuladas, adsorvidas ou anexadas a estas (WILSON et al., 2009).
Devido a habilidade da quitosana de gelatinizar em contato com polianions
especificos, 0 método de gelificagdo ibnica vem sendo descrito na literatura como um
dos mais utilizados para obtencdo de NPs (QI et al, 2004; QI et al, 2005; DU et al,
2008; DU et al, 2009; DUDHANI e KOSARAJU et al, 2010). Essa técnica envolve a
adicdo de uma fase alcalina contendo TPP em uma fase acida contendo quitosana. A
formagdo das nanoparticulas ocorre imediatamente apds a mistura das duas fases por
meio de ligagOes inter e intramoleculares entre os fosfatos do TPP e os grupos amino da

quitosana, conforme apresentado na Figura 2.4.
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Figura 2.4 Interacdo da quitosana com tripolifosfato de sédio. Adaptado de Laus et al.
(2006).

Uma vantagem do processo de gelificacdo idnica é que o tamanho e o potencial
zeta das NPs formadas podem ser variados mediante o controle direto de pardmetros
criticos do processamento, tais como: pH da solucdo de CS e de TPP, relagdo peso

CS/TPP, concentracéo de CS, temperatura da solucdo de CS e velocidade de agitagdo da
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solugdo no momento da formacdo das NPs. De todos os parametros citados, o pH da
solucdo de CS é o mais importante porque dependendo da variacdo do pH os
grupamentos amino da quitosana podem apresentar-se protonados (ligam-se ao P do
TPP) ou desprotonados. Todas essas modificacdes de tamanho, forma e potencial zeta
das NPs interferem na atividade antimicrobiana (GAN et al., 2005; ALl et al., 2010).

As nanoparticulas ganham destaque entre os p6s com atividade antimicrobiana
por apresentarem um alto potencial antimicrobiano. Sua maior area superficial e a
densidade de cargas que as nanoparticulas possuem, fazem com que elas tenham um
maior grau de interacdo com a superficie de carga negativa das células bacterianas (SHI
et al., 2006).

DU et al. (2009) realizaram um estudo no qual foram produzidas nanoparticulas
de quitosana pelo método de gelificacdo ibnica e carregadas com ions metalicos.
Analises mostraram que a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de quitosana é
diretamente proporcional ao seu potencial zeta. As nanoparticulas puras de quitosana
apresentaram um potencial zeta em torno de +51,37mV, enquanto que nas
nanoparticulas carregadas com alguns fons como Cu** e Zn**, o potencial zeta foi de
+88,69mV e +86,65mV, respectivamente. As nanoparticulas de maior potencial zeta
apresentaram uma atividade antimicrobiana maior quando testadas pelos métodos de
Concentracdo Minima Inibitéria e Concentracdo Minima Bactericida utilizando os
microorganismos Escherichia coli, Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus .

Uma importante aplica¢do das nanoparticulas de quitosana na area biomédica ¢ a
de carreadoras de farmacos, formando um sistema de liberagcdo deste farmaco lento e
continuo. Os produtos resultantes da degradacdo da quitosana ndo sdo toxicos nem
cancerigenos. A quitosana tem vantagem sobre as outras nanoparticulas em
desenvolvimento devido a sua capacidade de controlar a liberacdo de agentes ativos e
evitar o uso de solventes perigosos durante a preparacdo das nanoparticulas, devido a
sua solubilidade em solucéo acida aquosa (WILSON et al., 2009).

Na area médica, uma complicacdo que afeta muitos pacientes portadores de
implantes é a sua contaminacgdo e infec¢do por microorganismos. A formagdo de um
biofilme e o crescimento bacteriano suportado por este, aumentam a resisténcia
bacteriana aos tratamentos com antibioticos. Juntamente com os implantes, é colocado
um tipo de cimento 6sseo pré-preparado. A incorporagdo de ions de prata no cimento
auxilia na atividade antimicrobiana, porém quando colocados em altas concentragdes

causam efeitos citotoxicos (SHI et al., 2006). Esses autores realizaram um estudo para

24



avaliar a atividade antimicrobiana do cimento mediante a incorporacdo de
nanoparticulas de quitosana. Os autores concluiram que a incorporagdo das NPs
aumentou seu potencial antimicrobiano, ndo apresentou citotoxicidade e ensaios
mecanicos demonstraram que houve um aumento na resisténcia do cimento.

Na area odontologica, nanoparticulas de quitosana foram incorporadas a um
cimento endoddntico a base de dxido de zinco e eugenol com a finalidade de avaliar a
contribuicdo destas para a atividade antimicrobiana do cimento. Os resultados
mostraram um reforco da atividade dos cimentos tanto em testes de contato direto
guanto em testes nos quais o contato foi limitado pelo uso de uma membrana, embora
neste Ultimo a atividade tenha sido mais branda (KISHEN et al., 2008).

SHRESTHA et al. (2009) realizaram experimentos envolvendo um sistema de
liberacdo de nanoparticulas de quitosana dentro dos tubulos dentinarios por meio da
técnica de ultrassom focado de alta intensidade (high-intensity focused ultrasound —
HIFU). As nanoparticulas utilizadas tinham tamanho entre 80 e 120 nm, sendo assim
menores que o didmetro dos tubulos dentinarios. Os autores verificaram uma penetragdo
de 1.000 pum dentro dos tubulos dentinarios, embora sua distribuicdo ndo tenha sido
uniforme. As nanoparticulas foram utilizadas com o objetivo de auxiliar na desinfec¢édo
dos canais radiculares.

Um estudo mais recente testou a capacidade de nanoparticulas de quitosana e
nanoparticulas de 6xido de zinco de desinfeccdo e reducdo de biofilmes contendo E.
faecalis. Avaliaram também a eficécia antibacteriana dessas nanoparticulas em longo
prazo, ap6s o envelhecimento. Os autores concluiram que a taxa de morte bacteriana
dependeu da concentracdo das nanoparticulas e do tempo de exposi¢do do biofilme a
estas. Ambas nanoparticulas conseguiram reduzir o biofilme e mantiveram sua atividade

antimicrobiana mesmo apds o envelhecimento (SHRESTHA et al. (2010).
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CAPITULO 11l - MATERIAIS E METODOS

Materiais utilizados:

e Quitosana comercial (Polymar Industria e Com. Imp. Exp. Ltda., Cear3,
Brasil - lote: 20070629) com grau de desacetilagdo 72,5%;

e Tripolifosfato de sédio pentabasico (TPP) (Sigma-Aldrich Chemical Co.
Ltd., Sdo Paulo, Brasil — lote: 12409021 1436920);

e Acido acético glacial produzido pela Vetec Quimica fina Ltda, grau de
pureza P.A;

e Hidréxido de sédio produzido pela Vetec Quimica fina Ltda, grau de
pureza P.A,;

e Cimento endodontico AH Plus™ (Dentsply DeTrey GmbH, Germany —
lote: 1002000072 e 1005000144).

3.1. Producéo das nanoparticulas

3.1.1. Purificacéo da quitosana

A quitosana foi purificada por meio da dissolucdo de 1 g do polimero em 300 ml
de solucdo de &cido acético diluida 1% (v/v). A solugdo permaneceu por 24 h a
temperatura ambiente sob agitacdo magnética. Em seguida, a solucdo foi filtrada a
vacuo, descartando as impurezas retidas no disco de papel de filtro. Ocorreu a
precipitacdo da quitosana ao serem adicionados 30 ml de solucdo aquosa de hidréxido
de sédio (NaOH) 2M. O precipitado foi separado por filtracdo a vacuo e seco a
temperatura ambiente (QI et al., 2004).
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3.1.2. Producéo das nanoparticulas pelo método de gelificagdo ibnica

As nanoparticulas de quitosana (NPs) foram preparadas pelo método de
gelificacdo idnica com base no meétodo descrito por QI et al. (2004). A quitosana
purificada (CS) foi dissolvida a 0,5% (p/v) em solucéo de &cido acético 1% (v/v). Apos
24h sob agitacdo e temperatura ambiente, o pH original da solugéo de 4,0 foi ajustado
para 4,7 £ 0,1 com solucdo de NaOH 10 N. As NPs foram formadas ap0s o gotejamento
de solucdo aquosa de tripolifosfato de sodio (TPP) 0,25% (p/v) a solucdo de CS na
razdo 1:3 (v/v), sob agitacdo de 1.000 rpm. O gotejamento foi feito por intermédio de
uma bomba dosadora peristaltica MILAN (Modelo 202/série 143) com Agulha BD
PrecisionGlide™ com 0,55 mm de diametro. A partir dessa etapa dois métodos de
secagem das NPs foram testados: liofilizacdo e spray drying.

A liofilizacdo é um processo de secagem por congelamento a vacuo no qual todo
o solvente é sublimado, restando apenas as NPs secas. Para a confecgdo das amostras
liofilizadas (NP-L/TPP), as NPs foram separadas por centrifugacdo a 9000xg por 30
min a temperatura ambiente e lavadas abundantemente com &agua destilada para
remocao de qualquer trago de NaOH. Utilizou-se um homogenizador Ultra Turrax T25
a 8.000 rpm por 5 min para obter uma suspensdo homogénea. Esta suspensdo foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e em seguida, liofilizada.

O método de spray drying é baseado na secagem de particulas atomizadas em
um leito de ar quente. A atomizacdo leva a formacdo de pequenas gotas que, com a
evaporacdo instantanea do solvente, originam as particulas. Para a producdo das
nanoparticulas secas por spray drying (NP-S/TPP), 267 ml da solucdo de NPs (solucéo
de CS ap0s gotejamento da solucdo de TPP) foram secos por meio do equipamento
MINI SPRAY DRYER (B-290/BUCHI) pertencente ao Laboratério de
Desenvolvimento de Alimentos para Fins Especiais e Educacionais do Instituto de
Nutricdo da UFRJ, semelhante ao apresentado na Figura 3.1. A temperatura de entrada
da solucdo no aparelho foi de 180°C e a temperatura de saida foi de 73°C,

aproximadamente.
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Figura 3.1 Equipamento para realizar secagem por spray drying. Adaptado de
www.ul.ie/web (acessado em 10 de dezembro de 2010).

3.1.3. Produgéo das nanoparticulas por spray drying

As nanoparticulas de quitosana também foram preparadas pelo método de spray
drying a partir da solucdo de CS sem a presenca de TPP (NP-S). Testes preliminares
mostraram que 200 ml de solucdo de acido acético 1% (v/v) contendo 2 g de CS eram
suficientes para obtencdo das NPs. Neste caso, também foram utilizadas as mesmas
condicBes operacionais descritas no item 3.1.2: temperatura de entrada da solucdo no

igual a 180°C e a temperatura de saida em torno de 73°C.

3.2. Caracterizacdo das nanoparticulas

3.2.1. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A caracterizacdo quimica das NPs foi feita por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) com auxilio do equipamento
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PERKIN ELMER/ SPECTRUM 100. As amostras foram separadas em 4 grupos: CS
(quitosana purificada), NP-L/TPP, NP-S e NP-S/TPP. As amostras foram colocadas
diretamente sobre o cristal do equipamento, ndo havendo necessidade de confeccionar
pastilhas de KBr.

3.2.2. Tamanho das particulas

A distribuicdo do tamanho das NPs foi determinada pela técnica de
espalhamento de luz com auxilio do equipamento ZETASIZER / NANO-ZS, do
Laboratorio de Analises Quimicas e Processamentos Ceramicos (PEMM/COPPE).
Foram preparadas amostras de solu¢do de CS com TPP, NP-L/TPP, NP-S e NP-S/TPP.
Misturou-se 1 gota da solug¢do de CS com TPP com 2 ml de alcool, 0,01 g de NPs com
40 ml de alcool para os grupos NP-L/TPP e NP-S, e com 40 ml de &4gua destilada para o
grupo NP-S/TPP. Posteriormente, as amostras foram dispersas em homogenizador Ultra
Turrax T25 a 8.000 rpm por 5 min. Apds essa etapa as amostras foram passadas

imediatamente para o equipamento para dar inicio a leitura.

3.2.3. Microscopia de Forca Atémica (AFM)

Foram analisadas amostras da solucdo de CS contendo TPP, NP-L/TPP, NP-S e
NP-S/TPP. Uma gota da solucdo de CS com TPP foi misturada com 40 ml de &gua
destilada. Para as NPs secas adicionou-se 0,001 g a 40 ml de agua destilada. As
amostras foram homogenizadas por meio de um homogenizador Ultra Turrax T25 a
8.000 rpm por 5 min. Imediatamente apos essa etapa, uma gota de cada amostra foi
vertida em placa de silicio com auxilio de uma seringa pléstica. Apds a evaporacéo do
solvente, a amostra da solugdo de CS com TPP foi analisada por microscopia de forca
atdbmica (AFM) utilizando o Microscépio JPK Nanowizard AFM 1 e as amostras das
NPs, por meio do Microscopio Raman Confocal, Modelo Alpha 300R da Witec Focus

Inoovations (ULM, Alemanha). Ambos os equipamentos pertencentes ao Laboratorio de
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Caracterizacdo de Superficies (AFM) (PEMM/COPPE). Todas as imagens foram

obtidas com os equipamentos operando em modo de contato intermitente.

3.2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias das NPs e do cimento contendo as NPs foram obtidas com o
auxilio de um microscépio eletronico de varredura JEOL JSM (modelo 6460 LV),
operando a 15 KV. Foi depositada uma gota da amostra de solugcdo de CS com TPP
sobre o0 porta-amostra e aguardou-se a evaporacdo do solvente. As amostras de NP-
L/TPP e NP-S/TPP foram depositadas diretamente sobre o porta-amostra. As amostras
contendo o cimento foram retiradas da placa de vidro apds a realizacdo do teste de fluxo
conforme serd descrito no item 3.4.2. Posteriormente, as amostras foram recobertas com

uma fina camada de ouro obtida por pulverizacao a vacuo.

3.2.5. Potencial Zeta

O potencial zeta das nanoparticulas foi medido utilizando um analisador de
potencial zeta MARK Il - RANK BROTHERS, pertencente ao Laboratério de Quimica
de Interfaces e Sistemas Coloidais do PEMM/COPPE, a temperatura ambiente. Para
cada amostra foram misturados 0,02 g de NPs com 40 mL de solucdo de KCI 107 M.
Para cada amostra dos trés grupos de NPs produzidas (NP-L/TPP, NP-S/TPP e NP-S)
foram realizadas leituras no pH original da solucdo e em pH neutro. O pH de cada
solucdo foi ajustado para 7,0 com o auxilio de solugdes de NaOH 0,1 M e HCI 0,1 M.

As analises foram realizadas em triplicata e a média de cada grupo foi calculada.
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3.3. Preparo do cimento contendo NPs

O AH Plus™ ¢é um cimento endodontico resinoso a base de resina epoxi,
apresentado comercialmente em duas pastas (Figura 2.1 e Tabela 2.2). Proporgdes
variadas de 2 grupos de NPs (NP-L/TPP e NP-S/TPP) foram adicionadas ao cimento
AH Plus™ (0%, 1%, 5% e 10% (p/p)). Testes preliminares mostraram que ndo houve
variacdo na consisténcia e no tempo de presa do cimento em funcdo da ordem de
incorporacdo de 1% de NP-S/TPP ((pasta A + NPs) + pasta B; (pasta B + NPs) + pasta
A; (pasta A + pasta B) + NPs). Decidiu-se, entdo, incorporar as NPs a mistura das duas
pastas para que nao houvesse interferéncia das NPs nas ligagdes quimicas que ocorrem
entre as pastas. O cimento foi espatulado de acordo com as instrucfes do fabricante,
homogeneizando a mistura com as NPs manualmente em uma placa de vidro com

auxilio de uma espatula 24.

3.4. Caracterizacdo do cimento

3.4.1. Tempo de Presa

Para a realizacdo desse teste as amostras foram separadas em 4 grupos (AH
Plus™ puro, AH Plus™ com 1%, 5% e 10% de NP-S/TPP) e para cada grupo de
amostras foram confeccionados 6 corpos de prova. Testes preliminares demonstraram
que a mistura de 0,1 g de cada pasta do cimento eram suficientes para preencher um
eppendorf de 0,1 mL. Duas placas de vidro com dimensfes 150 x 80 x 5 mm foram
utilizadas. Cada placa recebeu 12 eppendorfs fixados por uma cera em sua base (3
corpos de prova de cada grupo) e as amostras foram colocadas no interior dos
eppendorfs com o auxilio de uma seringa Centrix™ (Figura 3.2). Uma das placas foi
transferida para uma estufa com temperatura a 37°C e 21% de umidade relativa do ar. A
outra placa permaneceu em contato com o ambiente com temperatura a 23°C e 40% de
umidade relativa do ar. Para a determinacéo do tempo de presa foi utilizada uma Agulha

BD PrecisionGlide™ de peso 0,20 g e ponta com 0,55 mm de didmetro. Quando o
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tempo de presa fornecido pelo fabricante foi atingido (480 min), foi colocada a agulha
verticalmente até encostar a superficie do cimento. A ponta da agulha foi limpa e o
movimento repetido em intervalos de 30 minutos até que as impressdes ndo fossem
mais vistas. O tempo desde o inicio da mistura at¢ o momento que as impressdes
deixaram de ser vistas foi registrado. A média do tempo de cada grupo foi calculada e

estabelecida como o tempo de presa do cimento.

Figura 3.2 Disposi¢do dos grupos de amostras na placa de vidro.

3.4.2. Teste de Fluxo

Existem muitos métodos de avaliacdo do escoamento dos cimentos. Alguns
autores seguiram a metodologia descrita pela norma ANSI/ADA n°57, que utiliza a
quantidade de 0,5 mL de cimento colocada sobre uma placa de vidro com tamanho de,
pelo menos, 40 x 40 mm e 5 mm de espessura. Uma segunda placa semelhante é
colocada sobre esse cimento associada a um peso, totalizando 120 g de compressdo
sobre o cimento (ALMEIDA et al, 2007; BERNARDES et al, 2010). Varia¢fes da
norma também sdo encontradas na literatura em relacdo ao peso total de compressao
(SIQUEIRA et al, 2000) e ao tamanho das placas de vidro (BALDI, 2009). Nesse
trabalho utilizou-se um procedimento adaptado dessa Norma. Para a realizacdo desse
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teste as amostras foram separadas em 3 grupos (AH Plus™ puro, AH Plus™ com 5% e
10% de NP-L/TPP). O cimento foi espatulado de acordo com as instrugcdes do
fabricante e para cada amostra foi colocado 0,1 ml de cimento sobre uma placa de vidro
lisa e plana, com dimensoes de 150 x 80 x 5 mm, com auxilio de uma seringa Centrix™
com ponteira agulhada. Trés minutos ap0s o inicio da mistura, foi colocada uma
segunda placa de vidro com as mesmas dimensdes da primeira e peso de 180 g sobre o
cimento, fazendo uma massa total de compressdo de 180 g. Dez minutos apos o inicio
da espatulacdo, a placa superior foi removida e o diametro do disco de cimento medido
com o auxilio de uma régua de aluminio graduada em milimetros e confirmado por
meio de um paquimetro. O teste foi realizado em triplicata e a média dos didmetros
encontrados em cada grupo foi calculada. O valor encontrado foi considerado como o

valor do escoamento do cimento.

3.5. Propriedades Antimicrobianas

Os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Bacteriologia
Médica do Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da UFRJ.

3.5.1. Teste da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI)

3.5.1.1. NPs

Para a realizacdo do teste de atividade antimicrobiana, as amostras do produto
foram divididas em 3 grupos: NP-L/TPP, NP-S e NP-S/TPP. Cada amostra de NPs foi

preparada adicionando 0,01g de NPs em 5 mL de agua deionizada estéril.

a) Preparacédo do in6culo
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O meio de cultura utilizado foi o Trypticase Soy Broth (TSB, Caldo Caseina
Soja). O ino6culo foi padronizado a partir de uma cultura pura de E. faecalis ATCC
29212. Para isso, a partir de um crescimento recente (18 h a 35°C, em aerobiose) em
placa contendo o meio de agar sangue, varias colénias foram suspensas em caldo TSB,
utilizando-se como padrdo a escala 0,5 de McFarland (concentracdo final de
aproximadamente 1,5 x 10% ufc/mL). Em seguida, vérias diluicBes foram realizadas até

chegar & concentracéo final de 1,5 x 10° ufc/mL.

b) Realizagao do teste

Sete tubos 13x100 mm receberam 1 mL da dilui¢do do in6culo microbiano e 50,
75, 100, 125, 150, 175 e 200 pL da amostra do produto, respectivamente. Os tubos
foram incubados em uma estufa BOD Q-315 QUIMIS a 35°C durante um periodo de 24
h. Ap6s o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura visual do teste e de cada tubo
uma aliquota de 10 pL foi semeada para uma placa contendo agar cromogénico para
deteccdo do crescimento de E. faecalis (PlastLabor) com o auxilio de uma alca
calibrada. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 h e a leitura efetuada.
Este teste teve como objetivo determinar a concentracdo minima inibitdria das amostras
sobre o E. faecalis.

Como controles, foram utilizados:

- um tubo contendo 1 mL do caldo TSB (sem bactéria) mais 200 pL da amostra -
teste de controle de contaminacao do produto;

- um tubo contendo 1 mL do caldo com inoculo - controle do crescimento

bacteriano.

3.5.1.2. Solugéo de CS com TPP
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Para a realizacdo do teste de atividade antimicrobiana da solucdo foi utilizada a
mesma metodologia descrita nos itens 3.5.1.1. (a) e (b). A diferenca deste teste foi a

amostra utilizada (solugdo de CS com TPP).

3.5.2. Teste do halo de inibicéo

Para a realizacdo desse teste foi utilizada uma placa de Trypticase Soy Agar
(TSA, Agar Caseina Soja). A placa foi semeada com a diluicdo de 1,5 x 10° ufc/mL
preparada para o teste anterior, com o auxilio de um swab. Em seguida, a placa foi
dividida em 4 partes iguais e um poco de 6 mm de diametro foi confeccionado em cada
quadrante. Amostras do AH Plus™ puro e adicionado de 1%, 5% e 10% de NP-L/TPP
foram preparadas e depositadas nos pocos identificados, por meio de uma seringa
Centrix™, A placa foi incubada em estufa a 35°C por 24 h e, em seguida, a presenca de

um halo de inibicdo ao redor do pogo contendo o produto foi anotada.

3.6. Analises estatisticas

Foram realizados os testes ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5%
para analisar diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao tempo de presa e

escoamento do cimento.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo das nanoparticulas

4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A Figura 4.1 apresenta a espectroscopia no infravermelho de todas as amostras
analisadas. No espectro da quitosana purificada (CS), a banda em 3360 cm™
corresponde a vibragOes de estiramento dos grupamentos amino (NH.) e hidroxila (OH)
presentes na estrutura quimica da quitosana. As bandas em 1645 cm™ e 1554 cm™
correspondem ao estiramento da ligacdo C=0 da amida | e vibracGes dos grupamentos
amino, respectivamente.

No espectro das NP-L/TPP, ocorre um deslocamento do pico e alargamento da
banda de absorcéo antes localizada em 3360 cm™ para 3200 cm™ devido ao reforco nas
ligacbes de hidrogénio. Observa-se com maior detalnamento na Figura 4.2 um
deslocamento do pico localizado em 1645 cm™ para 1634 cm™ indicando a ocorréncia
de ligagdes entre os grupos fosfato do TPP e ions aménia da CS. A reticulacdo da
quitosana pelo TPP foi confirmada pelo aparecimento de um pequeno pico de absorgéo
a 1219 cm™ no espectro das NP-L/TPP, relacionado ao estiramento da ligagdo P=0O
(ligacdo presente na estrutura quimica do tripolifosfato de sédio — Figura 2.4). No
entanto, esta banda né&o foi observada no espectro das NP-S/TPP. Neste caso, observou-
se 0 aparecimento de uma nova banda de absorcéo a 1121 cm™. Esta banda pode estar

relacionada a presenca de ions fosforo em outro estado de oxidacao.
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Figura 4.1 Espectroscopia no Infravermelho das amostras de CS, NP-L/TPP, NP-S e
NP-S/TPP.
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Figura 4.2 Espectros no Infravermelho das amostras de CS, NP-L/TPP, NP-S e NP-
S/TPP. Detalhe da regido de 740-2000 cm™.
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Na literatura, a banda correspondente a vibracbes de estiramento dos
grupamentos amina e hidroxila da CS também é encontrada em 3419 cm™ (QI et al.,
2004), 3428 cm™ (ANITHA et al., 2009), 3435 cm™ (AOUADA, 2009) e 3367 cm™
(DUDHANI e KOSARAJU, 2010). No espectro das NPs, o pico relacionado a ligacao
entre os grupos fosfato do TPP com os ions aménia da CS sdo encontrados, por
exemplo, em 1642 cm™ e 1547 cm™ (Ql et al., 2004), 1641 cm™ (ANITHA et al., 2009),
1530 cm™ (AOUADA, 2009) e 1528 cm™ (DUDHANI e KOSARAJU, 2010).

4.1.2. Tamanho das particulas

A primeira andlise foi realizada na solucdo de CS com TPP. Os resultados
mostraram que 96,7% das particulas em solugdo tinham didmetro médio de 219 nm e
3,3% diametro médio de 96 nm. A distribuicdo de particulas dessa amostra esta
apresentada na Figura 4.3, mostrando a presenca de particulas com didmetros no
intervalo de 79 a 342 nm.
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Figura 4.3 Gréafico da distribuicdo de particulas da solu¢do de CS com TPP.

Para a amostra das NP-L/TPP (secagem pela técnica de liofilizagdo) verificou-se

que 66,2% das particulas apresentaram didmetro médio de 145 nm e 33,8% diametro
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médio de 59 nm. Na Figura 4.4 estd apresentada a distribuicdo de particulas de NP-

L/TPP mostrando ampla distribuicdo de tamanho situada no intervalo de 38 a 295 nm.
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Figura 4.4 Gréfico da distribuicdo de particulas das NP-L/TPP.

A amostra das NP-S/TPP (secagem pela técnica de spray drying) apresentou

93,7% das particulas com didmetro médio de 86 nm e 6,7% proximos a 22 nm. A Figura

4.5 mostra que houve uma distribuicdo de um numero pequeno de particulas com

didmetros no intervalo de 18 a 28 nm e um numero maior de particulas com diametros

no intervalo de 51 a 122 nm.
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Figura 4.5 Grafico da distribuicdo de particulas das NP-S/TPP

ostra das NP-S (producdo das NPs pela técnica de spray drying) mostrou

um pico no qual 100% das particulas obtiveram didametro médio de 315,6 nm. A sua

distribuicédo

de particulas estd apresentada na Figura 4.6, mostrando uma estreita

distribuicdo com didmetros no intervalo de 295 a 342 nm.
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Figura 4.6 Grafico da distribuicdo de particulas das NP-S.
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O método de producéo das NPs por spray drying possibilitou a obtencdo de NPs
com distribuicdo de tamanho mais homogénea, porém com tamanhos superiores a
100 nm. As demais amostras apresentaram de forma geral uma ampla distribuicdo de
tamanho de particulas, confirmando a existéncia de particulas em escala nanométrica
(menores que 100 nm). Os intervalos de tamanhos maiores podem ser leituras de
aglomerados, justificados pela extensa area superficial das particulas e pela dificuldade
de dispersdo destas no meio. Mesmo nos casos de NPs com tamanhos maiores que
100 nm, esses tamanhos foram compativeis com o didmetro médio dos tubulos
dentinarios (2,5 pm).

De acordo com a literatura, NPs produzidas pelo método de gelificacdo idnica e
liofilizadas apresentaram tamanhos entre 40 e 100 nm (QI et al., 2004; QI et al., 2005,
DU et al., 2009). KISHEN et al. (2008) produziram nanoparticulas utilizando a mesma
metodologia para incorporacdo em um cimento endoddntico a base de éxido de zinco e
eugenol, obtendo nanoparticulas com diametro médio de aproximadamente 70 nm. A
variacdo na concentracdo dos materiais formadores das NPs (CS e TPP) é um dos

fatores que influenciam no tamanho final dessas particulas (AOUADA, 2009).

4.1.3. Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A microscopia de forca atbmica € uma técnica que permite obter imagens
tridimensionais da topografia das superficies. A Figura 4.7 mostra a imagem da
topografia das NPs presentes na solucdo de CS com TPP. Apesar do enorme
aglomerado mostrado na Figura, aparentemente as NPs apresentam-se na forma

esférica.
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Figura 4.7 Imagem de AFM da topografia das NPs presentes na solu¢édo de quitosana

com tripolifosfato.

A Figura 4.8 mostra a imagem da topografia das NP-L/TPP. Pode-se observar a

presenca de um numero reduzido de nanoparticulas esféricas e muitos aglomerados com
tendéncia de formato alongado.

Figura 4.8 Imagem de AFM da topografia das NP-L/TPP.
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Na analise das NP-S/TPP conseguiu-se um numero maior de particulas esféricas

dispersas. Pode-se observar na Figura 4.9 a imagem da topografia desta amostra.

Figura 4.9 Imagem de AFM da topografia das NP-S/TPP.

4.1.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi utilizada para analisar a morfologia
das NPs. Nesta analise a superficie do material é varrida ponto a ponto por um feixe de
elétrons resultando em uma micrografia com aspecto tridimensional.

A Figura 4.10 mostra a micrografia de MEV da solucdo de CS com TPP. Nesta
imagem observa-se que as particulas formadas possuem forma esférica e apresentam-se

em diversos tamanhos devido aos aglomerados.
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Figura 4.10 Micrografia eletrénica de varredura da solucdo de quitosana purificada com

tripolifosfato.

Analisando a micrografia de MEV das NP-L/TPP (Figura 4.11), observou-se
uma mudanca na morfologia das nanoparticulas. Ao passarem pelo processo de
liofilizac@o, aparentemente as particulas sofreram um rompimento, ficando com formato
semelhante a uma “folha”. Esta morfologia estd de acordo com o formato alongado das

NPs observado pelo AFM (Figura 4.8).

e,

COFBE,

Figura 4.11 Micrografia eletronica de varredura das NP-L/TPP.

44



A morfologia das NP-S/TPP esta apresentada na Figura 4.12. As NPs secas pelo
processo de spray drying obtiveram forma irregular com é&reas de reentrancia,

interferindo em sua area superficial.

COFFE

Figura 4.12 Micrografia eletronica de varredura das NP-S/TPP.

As imagens de MEV possibilitaram maior detalhamento da superficie das NPs
devido a diferenca de preparo das amostras utilizadas no AFM. Nas analises de AFM,
as NPs foram suspensas em &gua destilada e esta suspensdo gotejada sobre a placa de
silicio. O tempo de evaporacao do solvente foi respeitado e as amostras analisadas. No
preparo das amostras utilizadas no MEV, exceto a amostra da solu¢do de CS com TPP,
as NPs foram colocadas diretamente sobre o porta-amostra, sendo recobertas por ouro e
analisadas. A analise de MEV possibilitou observar uma variacdo de morfologia das

nanoparticulas formadas de acordo com cada processo de secagem.
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4.1.5. Potencial Zeta

O potencial zeta é descrito como a carga total de uma particula em um meio
especifico. E uma medida da magnitude de atracdo ou repulsa entre as particulas e
fornece informacOes sobre a interacdo eletrostatica entre as superficies. No caso das
NPs, uma caracteristica importante é a carga superficial positiva. O potencial zeta esta
diretamente relacionado ao seu potencial antimicrobiano. A média dos valores do
potencial zeta de cada grupo de amostra, 0 desvio padrdo e o pH de cada anéalise estdo
apresentados na Tabela 4.1. Os valores de pH correspondem ao pH final da solugéo
analisada, visto que as amostras das NPs foram suspensas em solucdo de KCI 10° M

com pH 5,0.

Tabela 4.1 Média e desvio padrdo dos valores do potencial zeta de cada grupo de

nanoparticulas em funcdo do pH de cada analise.

Potencial Zeta (mV)

Média Desvio Padrao

pH 5,7 +22,93 0,9
NP-L/TPP

pH 7,0 +23,09 1,7

pH 6,5 +34,90 0,3

NP-S

pH 7,0 +27,49 3,6
NP-S/TPP pH 8,3 35,14 13

pH 7,0 +25,01 1,7

A variagdo do pH das NP-L/TPP n&o influenciou os valores do potencial zeta, ao
contrario das NP-S e NP-S/TPP que quando tiveram o pH ajustado para 7,0 mostraram
valores de potencial zeta mais baixos.

A Literatura afirma que quanto menor o tamanho das particulas, maior sera o
valor do seu potencial zeta. Nesse trabalho, essa afirmativa foi verdadeira apenas para
as NPs produzidas pelo método de gelificacdo idnica e secas pela técnica de spray
drying. As NP-L/TPP apresentaram um baixo valor de potencial zeta, podendo ser
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justificado pela ampla distribuicdo de tamanho das particulas e a possivel presenca de
inimeros aglomerados. A variacdo morfoldgica das NPs (item 4.1.4) pode ser uma
possivel explicacdo para a variacdo de potencial zeta entre as NPs secas por spray
drying e por liofilizacdo.

ALl et al. (2010) constataram em seu estudo que com o aumento do pH da
solucdo inicial de quitosana ocorre uma dréstica reducdo no grau de protonagdo dos
grupamentos amina da CS, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre elas, aumentando a
probabilidade de aglomeracdo, conseqlientemente reduzindo o valor do potencial zeta.
Existe uma excecdo quando o pH encontra-se na faixa de 6,0, onde o tamanho das
particulas reduz de repente fazendo com que o potencial zeta aumente e a atividade
antimicrobiana também. Quando um menor tamanho de particulas é encontrado, tem-se
uma maior quantidade de grupamentos amina da CS protonados, ou seja, livres para
interagir com a superficie celular bacteriana. Esses autores também variaram o pH da
solucdo de TPP de alcalino para acido (8,9 — 4,0), pois em meio alcalino (pH 8,9) os
fons do TPP competem com fons —OH™ para ligar com os grupamentos —NH3" da CS.
(ALI et al., 2010). GAN et al. (2005) também relataram em seus estudos a reducdo do

potencial zeta com o aumento do pH da solucdo inicial de CS.

4.1.6. Teste da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

4.1.6.1. NPs

Foram realizados testes preliminares para avaliar a atividade antimicrobiana das
NP-L/TPP, NP-S e NP-S/TPP pelo método de diluicdo. Os resultados qualitativos estdo
apresentados na Tabela 4.2 com base na avaliacdo visual dos tubos contendo diferentes
concentracdes das amostras e posterior semeadura no meio de cultura. Nos tubos onde a
solucdo manteve-se limpida, considerou-se que o crescimento bacteriano foi inibido (-).
Por outro lado, considerou-se que a turbidez da solucdo apds o teste foi causada pelo

crescimento bacteriano (+).
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Tabela 4.2 Resultados dos testes de atividade antimicrobiana das amostras contendo
nanoparticulas de quitosana em relacdo ao E. faecalis: crescimento bacteriano (+);

auséncia de crescimento bacteriano (-).

Amostras Volume de amostra adicionada (ul)

50 75 100 125 150 175 200
NP-L/TPP + + + + - - -
NP-S + + + + + + +
NP-S/TPP + + + + + + +

As NP-S e NP-S/TPP ndo apresentaram atividade antimicrobiana sobre o E.
faecalis, apresentando crescimento bacteriano em todos os tubos analisados. Para as
NP-L/TPP, o teste foi repetido oito vezes com a finalidade de confirmagdo dos
resultados. Concluiu-se com a analise visual dos tubos que houve crescimento
bacteriano nos tubos adicionados de volumes menores que 150uL (Figura 4.13). O
resultado das placas confirmou estas observacfes. Os testes microbioldgicos com as
NP-L/TPP revelaram que o material possui atividade antimicrobiana sobre o E. faecalis
ATCC 29212, sendo que 300 pg/ml de NP-L/TPP foram suficientes para inibi¢do do

crescimento bacteriano em uma concentracio de 10°ufc/mL (Célculo 1).

Figura 4.13 Teste de concentracdo minima inibit6éria mostrando crescimento

bacteriano apenas nos tubos com volume menor de 150 pL.
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Célculo 1

0,01 g NP-L/TPP  ---------- 5 ml &gua esteéril
10000 pg NP-L/TPP  ---------- 5000 pL agua esteril
2 ug NP-L/TPP  ---------- 1 pL agua esteril

Se 150 pL foram capazes de inibir o crescimento bacteriano,

Na Literatura encontra-se a relacdo da morfologia e do potencial zeta
interferindo na atividade antimicrobiana (ALI et al., 2010). Quanto maior o potencial
zeta, maior seria a atividade antimicrobiana. Este fato ndo se confirmou neste trabalho,
mostrando possivelmente uma maior influéncia da morfologia na atividade

antimicrobiana.

4.1.6.2. Solucdo de CS com TPP

No teste realizado com a solucdo de CS contendo TPP n&o houve crescimento
bacteriano em nenhum tubo, exceto no tubo controle da diluicdo (Figura 4.14). De
acordo com os calculos do rendimento de NP-L/TPP na solu¢do de CS com TPP,
concluiu-se que a solug@o possui atividade antimicrobiana sobre o E. faecalis, sendo
que 0,7 pg/ml de NPs foram suficientes para inibicdo do crescimento bacteriano em

uma concentrago bacteriana de 10°ufc/mL (Célculo 2).
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Figura 4.14 Teste de concentragdo minima inibitdria mostrando inibigéo do

crescimento bacteriano em todos os tubos contendo a solugéo.

Célculo 2
Rendimento do processo de liofilizag&o:
72 ml de solucdo de CS com TPP  ---------- 0,01 g NP-L/TPP
72000 pL de solucdo de CS com TPP  ---------- 10000 pg NP-L/TPP
1 pL de solucdo de CS com TPP  ---------- 0,014 pg NP-L/TPP

Se 50 pL foram capazes de inibir o crescimento bacteriano,

O teste microbioldgico realizado com a solugdo de CS com TPP serviu apenas
para mostrar que as NPs formadas antes de passar por qualquer processo de secagem
também possuem atividade antimicrobiana, visto que na clinica seria invidvel a

utilizacdo da solugdo misturada ao cimento endodontico.
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4.2. Caracterizagdo do cimento com NPs

4.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises de MEV do cimento endodéntico puro e contendo as proporcgdes
(5% e 10% (p/p)) das NPs ndo foram conclusivas. As particulas observadas na Figura
4.15 aparecem tanto nas imagens do cimento puro quanto nas imagens do cimento
contendo as NPs. Provavelmente essas particulas observadas estdo presentes na
composicdo do cimento. A andlise de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) foi
realizada durante a andlise dessas imagens na tentativa de observar a presenca do
fosforo contido no TTP das NPs, porém a quantidade de TPP nas amostras era muito

baixa, impossibilitando a detecgéo deste elemento.

X1, 888 ~1@um

Figura 4.15 Micrografias das amostras de cimento puro (a, d), cimento com 5% de NP-
L/TPP (b, e) e cimento com 10% de NP-L/TPP (c, f).

51



4.2.2. Teste do Tempo de Presa

Foi avaliado o tempo de presa do cimento puro e do cimento contendo 1%, 5% e
10% NP-S/TPP. Um grupo de amostras foi mantido em estufa a 37°C e 21% de umidade
relativa do ar (RH), enquanto que outro grupo foi testado sob condi¢Ges ambiente a
23°C e 40% umidade relativa do ar. A média do tempo de presa encontrado para cada
grupo de amostra foi calculada e exposta na Tabela 4.3. N&o houve diferenca
significativa para o tempo de presa entre os corpos de prova de cada grupo, nédo

apresentando portanto desvio padrdo entre as amostras.

Tabela 4.3 Tempo de presa em horas do AH Plus™ puro e com nanoparticulas secas em

spray drying com TPP. O teste foi realizado em estufa e sob condigGes ambientes.

Concentracéo de NP- Tempo de Presa (h)
SITPP ESTUFA 37°C, 21% RH | AMBIENTE 23°C, 40% RH
0% 46 47
1% 44 46
5% 43 45
10% 41 43

Neste trabalho, foi encontrado um tempo de presa para o cimento puro de 46h,
quando o experimento foi realizado em estufa e de 47h, quando testado em condicdes
ambientes. Estes valores foram maiores do que os encontrados na Literatura. NIELSEN
et al. (2006) testaram o tempo de presa do AH Plus™ em condi¢des de aerobiose
(incubadora a 37°C com 95% RH) simulando a parte do cimento que fica em contato
com o forame apical e tecidos radiculares, e anaerobiose (camara anaerobia) simulando
um SCR fechado. O AH Plus™ em ambas situagdes obteve presa em 24 horas.
VERSIANI et al. (2006) realizaram um estudo comparativo entre o AH Plus™ ¢ o

Epiphany™, utilizando agulha de Gilmore de 100 g. O resultado para o tempo de presa

52



do AH Plus™ foi em cerca de oito horas em ambiente com umidade relativa de 95% a
37°C.

A discrepancia nos valores de tempo de presa pode estar associada as condigoes
experimentais utilizadas neste trabalho. A umidade relativa do ar utilizada foi menor do
que a reportada na literatura (NIELSEN et al., 2006; VERSIANI et al., 2006; DUARTE
et al., 2010). DUARTE et al. (2010) concluiram em seus estudos que a umidade parece
ndo alterar significativamente o tempo de presa do AH Plus™, talvez por causa da
presenca de Oleo de silicone em sua composicao.

A agulha utilizada também foi diferente. Em geral, a determinacdo do tempo de
presa em odontologia é realizada pela a utilizagdo de agulhas de Gilmore, colocadas
sobre a superficie do cimento (VERSIANI et al., 2006; NIELSEN et al., 2006;
DUARTE et al., 2010; MARIN-BAUZA et al., 2010). No entanto, neste estudo optou-
se pelo emprego de uma Agulha BD PrecisionGlide™ de peso 0,20 g e ponta com 0,55
mm de diametro. A agulha utilizada possui peso consideravelmente menor que o das
agulhas de Gilmore, podendo interferir na marcacdo da superficie do cimento. Além
disso, ndo houve controle da forca aplicada sobre o cimento.

Para os cimentos em forma de pasta, o longo intervalo de tempo desde a
fabricacdo do cimento até sua utilizacdo na clinica odontolégica pode alterar a
homogeneidade no interior dos recipientes, havendo uma possivel segregacdo dos seus
componentes. O tempo de utilizacdo do material pelo cirurgido-dentista e as condicdes
de armazenamento também sdo fatores que podem influenciar negativamente na
qualidade final do cimento (BALDI, 2009). BALDI (2009) observou uma segregacéo
do material no interior da pasta B (pasta catalisadora) do AH Plus™. Dependendo da
porcdo da bisnaga que esse material era retirado havia uma diferenca de fluidez,
interferindo em algumas propriedades do cimento, inclusive aumentando o tempo de
presa.

De acordo com a Norma ANSI/ADA n°57, os resultados devem estar dentro de
uma variacao de até 10% da estabelecida pelo fabricante (VERSIANI et al., 2006). Os
resultados obtidos neste trabalho apresentaram-se bastante discrepantes quando
comparados ao tempo estabelecido pelo fabricante, porém nao foram excluidos visto
que na bula do AH Plus™ o fabricante ndo ¢ especifico ao definir o tempo de presa do
cimento, citando apenas um tempo minimo de 8 h.

Com adigéo das NP-S/TPP, o tempo de presa do cimento diminuiu em funcéo da

guantidade de nanoparticulas adicionadas. Esta tendéncia foi observada tanto nos testes
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realizados tanto em estufa quanto sob condi¢cGes ambientes. Por meio das analises
estatisticas ficou comprovado que houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
entre todas as amostras testadas em ambos os testes; logo a adi¢cdo das NPs propiciou a
secagem do material em tempos mais curtos. No entanto, do ponto de vista clinico, esta
pequena reducdo no tempo de presa nao tende a afetar os procedimentos. DUARTE et
al. (2010) avaliaram as propriedades fisico-quimicas do AH Plus™ com adigdo de 0%,
5% e 10% de hidréxido de calcio. Neste caso, foi observado que ndo houve alteragdo

significativa do tempo de presa do cimento em presenca do hidréxido de célcio.

4.2.3. Teste de Fluxo

As propriedades de fluxo do cimento tém fundamental importancia na
endodontia, uma vez que estdo relacionadas com a possibilidade de adaptacdo do
cimento nas irregularidades das paredes do SCR e a penetracdo em lugares inacessiveis
aos instrumentos durante o preparo quimico-mecanico.

Os resultados dos testes de fluxo obtidos para o cimento AH Plus com e sem
nanoparticulas estdo apresentados na Tabela 4.4. A Figura 4.16 mostra a fotografia da

placa apds o teste de fluxo.

Tabela 4.4 Valores do diametro (mm) do disco de cimento formado apds o teste de

fluxo, média e desvio padrdo de cada grupo de amostras.

Diametro de escoamento (mm)
TM
AHPls™ | AHPlus™+ | AHPlus™+ | AP0 T
0, - [0) -
puro 1% NP-S/TPP | 5% NP-L/TPP L/TPP
1° teste 28 24 22 15
2° teste 27 23 22 15
3° teste 28 24 23 15
Média 27,7 23,7 22,3 15
Desvio padrédo 0,6 0,6 0,6 0
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Figura 4.16 Fotografia dos discos de cimento formados apds o teste de fluxo.

De acordo com a Norma ANSI/ADA n° 57, duas condi¢des sdo necessarias para
validar o teste: a diferenca entre o didmetro minimo e maximo de cada tipo de amostra
ndo deverd exceder 1 mm e a compressdo deverd obter discos de formato uniforme.
Desta forma, com base nos valores dos desvios padrfes obtidos menores do que 1 mm
(Tabela 4.4) e na uniformidade dos didmetros apresentados na Figura 4.16 pode-se
concluir o teste foi valido para as amostras avaliadas. Por meio das analises estatisticas
ficou comprovado que houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias de cada
grupo de amostras testadas, indicando que a adi¢cdo das NPs reduziu a capacidade de
escoamento do cimento. Essa reducdo é prejudicial visto que o cimento necessita ter um
bom escoamento para penetrar em locais ndo obturados pelos cones de guta percha.

Para o cimento puro obteve-se um diametro de (27,7 + 0,6) mm. Este valor esta
diferente dos valores encontrados na Literatura. Analisando o escoamento do AH
Plus™ puro, uma faixa de didmetros entre 35 e 43 mm foi encontrada por outros autores
(VERSIANI et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007; BERNARDES et al., 2010; MARIN-
BAUZA et al., 2010). No entanto, é valido ressaltar que os testes apresentados nos
trabalhos publicados foram feitos com 0,5 ml de cimento, enquanto que no presente
trabalho foi utilizado apenas 0,1 ml de cada amostra em funcdo da quantidade reduzida
de NPs produzidas. Testes preliminares com 0,5 ml de AH Plus™ puro mostraram que
foi possivel obter um didmetro médio de 43 mm.

Um estudo avaliando o escoamento do AH Plus™ com adi¢ao de 0%, 5% e 10%
de hidroxido de célcio foi realizado encontrando valores de 40 mm, 37 mm e 27 mm,

respectivamente. Os autores concluiram a respeito desta propriedade que canais mais
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amplos, com forame apical de maior diametro podem ser obturados com o cimento
adicionado de maior quantidade de hidroxido de calcio (10%), prevenindo com esta
conduta que haja um extravasamento de cimento pelo forame (DUARTE et al., 2010).

4.2.4. Teste antimicrobiano do halo de inibicéo

O teste do halo de inibicéo foi realizado apenas com as NP-L/TPP, uma vez que
apenas estas nanoparticulas apresentaram atividade antimicrobiana contra E. faecalis.
Para o pogo contendo o AH Plus™ puro, foi encontrado um halo de inibi¢ao de 12 mm,
em seu maior diametro. Na regido na qual ndo houve contato do cimento com o agar
(indicado por seta), o halo de inibicdo ndo ficou uniforme (Figura 4.17 a). Na amostra
de AH Plus™ com 1% de NPs pode-se observar que houve halo de inibi¢do porém,
completamente disforme, acompanhando a parte do cimento que ficou sobre o &gar
(Figura 4.17 b). Nos pocos contendo AH Plus™ com 5% e 10% de NPs também houve
formacdo de halos de inibicdo disformes (Figuras 4.17 ¢ e 4.17 d), porém bem mais
discretos do que os observados para as amostras contendo 1% NPs. Os halos para o
cimento contendo as NPs ndo foi medido justamente devido a sua apresentagédo
disforme. Ndo foram formados halos de inibicdo uniformes possivelmente devido a
dificuldade de depositar o cimento no po¢o de forma que houvesse um contato uniforme
do cimento com o &gar. Quanto maior a propor¢do de NPs adicionadas ao cimento,
menor o escoamento deste, dificultando o contato com o gar e, consequentemente, com

o E. faecalis.
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Figura 4.17 Halo de inibi¢ao do AH Plus™ puro (a); com 1% de NPs (b); com 5% de
NPs (c) e com 10% de NPs (d).

Outros autores realizaram o teste do halo de inibigdo do AH Plus™ utilizando o
E. faecalis, revelando resultados divergentes. MICKEL et al. (2003) testaram o cimento
em discos de papel filtro (teste indireto) e concluiram que o AH Plus™ néo apresentou
atividade antimicrobiana sobre o microrganismo, devido a auséncia do halo de inibicéo.
KOPPER et al. (2007) também utilizaram em seus estudos discos de papel filtro
revelando um discreto halo de inibi¢do do AH Plus™. Quando o AH Plus™ foi testado
em condicdes semelhantes as deste trabalho, sendo depositado em pogo de 6 mm de
didmetro, o cimento também apresentou um halo de inibi¢cdo de 12 mm (LEONARDI et
al., 2009).
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CAPITULO V - CONCLUSOES

5.1. Conclusoes

A producdo das nanoparticulas de quitosana pelo método de gelificacdo ibnica
(liofilizadas ou secas por spray drying) foi eficaz e permitiu a obtencdo de

nanoparticulas compativeis com o didmetro dos tdbulos dentinarios;

Foram observadas diferengas morfologicas de acordo com cada processo de
secagem. A morfologia das particulas pode ser considerada um dos fatores que
influenciaram na carga superficial da particula, interferindo diretamente em sua

atividade antimicrobiana;

As nanoparticulas secas por spray drying ndo apresentaram atividade antimicrobiana

sobre o Enterococcus faecalis;

A caracterizagdo do cimento AH Plus™ contendo particulas de quitosana mostrou
uma reducdo tanto no tempo de presa quanto nas propriedades de fluxo do cimento.
A reducdo no tempo de presa € aceitavel clinicamente visto que o tempo minimo
recomendado pelo fabricante € de 8 h. Quanto ao escoamento, a adi¢cdo de 5% e
10% de nanoparticulas comprometeria 0 desempenho do cimento na clinica, devido

a sua necessidade de penetracdo em areas de dificil acesso;

Né&o foi possivel determinar com precisdo o efeito da adi¢cdo das NPs na atividade
antimicrobiana do cimento por meio do teste do halo de inibicdo. Sera necessaria a

otimizacdo da metodologia para a realizacdo deste teste.
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Os resultados obtidos mostraram que a composi¢do do cimento AH Plus™ contendo
1% nanoparticulas de quitosana produzidas por gelificagdo ibnica e secas por
liofilizagdo possui grande potencial para ser aplicado no tratamento endodontico,
uma vez que as propriedades de fluxo e de tempo de presa do cimento ndo foram

afetadas de forma significativa.

5.2. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Analisar outras propriedades do cimento contendo nanoparticulas;

Realizar analise de Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS) para
verificar a composicdo quimica da superficie das nanoparticulas de acordo com

cada processo de secagem e relacionar este resultado aos testes antimicrobianos;

Otimizar a metodologia para realizacdo de teste antimicrobiano do halo de

inibicdo com o cimento;

Avaliar a liberacdo das nanoparticulas de quitosana por meio de testes in vitro;

Analisar a possibilidade de utilizar a solugdo de quitosana contendo as
nanoparticulas como forma de tratamento da parede do canal antes da obturac¢&o;

Realizar analises de MEV com dentes humanos obturados para avaliar o

escoamento do cimento contendo nanoparticulas nos tubulos dentinarios.
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