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Analise de limas endododnticas submetidas a biocorrosao por bactérias redutoras de
sulfato in vitro
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Objetivo: Avaliar as alteragdes quimicas presentes na superficie metalica de limas endoddnticas fraturadas
em canais radiculares, in vitro, apés a inoculagéo intrarradicular de culturas de BRS de trés cepas
microbianas, Desulfovibrio desulfuricans (uma cepa oral e outra ambiental) e Desulfovibrio fairfieldensis.

Métodos: foram analisadas 5 limas kerr #90, sendo uma Lima Kerr nova, sem tratamento, e as outras 4 limas
fraturadas dentro de canais radiculares in vitro, com posterior inoculacao de Desulfovibrio desulfuricans,
cepa oral e ambiental, e Desulfovibrio fairfieldensis € um grupo controle sem inoculagéo bacteriana, por
477 dias. Os grupos foram analisados no modo EDS (Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-x) do
microscopio eletrénico de varredura (FEI-Inspect-S50).

Resultados: A presenca do S, Cl e O foram relacionados ao processo biocorrosivo, assim como a redugao
dos elementos de liga nesta area.

Conclusao: As analises no modo EDS demonstraram biocorrosdo ao longo da superficie metalica das
limas quando empregado o biofarmaco BACCOR, nas trés diferentes cepas empregadas, indicada pela
reducao dos elementos formadores da liga metalica, Fe, Ni e Cr, com a associagao da presenca de
elementos indicadores de biocorrosdo como O, Cl e S.

Descritores: Endodontia. Cavidade pulpar. Produtos biolégicos. Corrosao. Desulfovibrio.
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INTRODUGAO A biocorrosdo ou  microbiologically
influenced corrosion (MIC) é um tipo de corrosao
em que microrganismos participam ativamente
nesse processo, iniciando ou acelerando a reagao

Diversos métodos sdo empregados na
remog¢ao de limas endodénticas fraturadas no

canal radicular, entretanto, nenhuma técnica se
mostra segura, podendo levar a perfuracoes,
falsos canais, destruicdo da raiz ou redugdo na
resisténcia da raiz dentaria’™. A fim de auxiliar a
remocao de instrumentos fraturados do interior
do canal radicular, esta sendo desenvolvido o
BACCOR. Um biofarmaco baseado na acao de
Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) com a
proposta de promover a biocorrosdo em limas
endoddnticas manuais®.

eletroquimica de dissolugdo metélica. Um passo
fundamental é a capacidade de formacgédo de
biofilme pelos microrganismos, que através do seu
metabolismo, induzem e mantém o gradiente de
concentragcao de oxigénio acelerando o processo
de corrosao®’. Neste contexto, torna-se essencial
avaliar a agao in vitro do BACCOR na superficie
de limas endodénticas fraturadas em canais
radiculares. O presente estudo teve como objetivo
avaliar as alteragbes quimicas presentes na
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superficiemetalicadelimasendodénticasfraturadas
em canais radiculares in vitro apdés a inoculagao
intrarradicular de culturas de BRS de trés cepas
microbianas, Desulfovibrio desulfuricans (cepa oral
e ambiental) e Desulfovibrio fairfieldensis, a fim
de verificar diferengas nas condigbes de preparo
das amostras e entre as diferentes condicoes de
exposicao.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo foram utilizados 4 dentes
unirradiculares. Os dentes foram acessados
na regido coronaria e instrumentados pela
técnica escalonada no tergo apical até adaptar
no terco médio uma lima tipo kerr 90 (Dentsply
Maillefer®; Lote: 1306001790). Apos verificar o
encravamento, foiseccionadaaparteintermediaria
da lima endodbntica e os corpos de prova
autoclavados por 15 min. Antes da inoculagao do
BACCOR, foi procedida a Lavagem dos inécuos
bacterianos, centrifugadas a 10.000 g/05 min.
para a recuperacao das células bacterianas. O
precipitado de cada amostra foi ressuspendido
com meio de cultura Postgate E® sem Agar-
agar. Uma aliquota de 1,0 ml de cada inoculo
bacteriano foi removido para a determinagéo da
concentracao celular pela técnica do numero
mais provavel (NMP) para seguir a inoculagao de
20 pl no interior do conduto radicular segundo a
tabela 1 e incubados a 30 °C em estufa.

Apbés 477 dias de -cultivo, as limas
endodonticas foram removidas dos cultivos
e submetidas a decapagem quimica, para
observacao e caracterizacao da forma de corrosao.
Os corpos de prova foram imersos por 20 min. a 60
°C em solucao de HNO, a 10%, lavados com alcool

etilico hidratado 70° INPM e acetona e secos com
ar quente. As limas endodénticas foram analisadas
ao longo de toda a superficie metalica, da ponta
ativa até a parte intermediaria. Os elementos
quimicos foram analisados no modo EDS
(Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-x)
do microscopio eletrénico de varredura (MEV-FEI-
Inspect-S50), que permite a imediata identificagao
com o mapeamento da distribuicdo espacial
destes elementos gerando mapas composicionais
por raios-x (mapeamento por raios-x) ou analises
pontuais e um espectro de energia demonstrando
a contagem relativa dos elementos quimicos
obtidos na analise da superficie®.

Foram selecionados em um mesmo campo
de imagem dois pontos para comparacdes, um
ponto controle para as superficies integras, e
outro, denominado de ponto 2, para superficies
sugestivas de corrosao ou alteragdes superficiais.
As amostras com cultivos de BRS foram submetidas
a uma segunda tomada de analise pontual de
espectrometria, sendo realizada a metalizacao
da superficie das limas por pulverizagdo catédica
revestida em ouro (15 nm de espessura), afim
de melhor interpretacdo das areas com reduzida
conducédo elétrica, para melhor interpretacédo da
espectrometria.

O estudo foi aprovado no Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal
Fluminense, através do parecer consubstanciado
do CEP: CAAE 0285.0.258.000-11.

RESULTADOS

A concentracao celular obtida pela técnica do
NMP nos in6culos utilizados no ensaio de biocorroséo
nos dentes in vitro encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicao do ensaio de biocorrosdo em limas endodénticas: Concentragao celular dos indculos do
ensaio biocorrosivo em dentes in vitro e relagdo de numero de campos analisados em cada lima endodontica

Campos
Campos .
Cepa Inoculada Tempo de analisados OB ES
GRUPO ~ Meio de cultura . L Apos
Concentragao celular Cultivo Sem metalizagao .
s metalizagao
da superficie
das amostras
D11- SEI EDEE 3 Nao realizado
Controle Sem inoculo Cultura
Desulfovibrio desulfuricans
D12 Ambiental Meio Postgate E 8 4
3,5 x 108 nmp/ml sem Agar-agar 477 dias
Desulfovibrio desulfuricans Oral Meio Postgate E
D13 6 4
1,1 x 10° nmp/ml sem Agar-agar
Desulfovibrio fairfieldensis Meio Postgate E
D14 2 4
1,2 x 10" nmp/ml sem Agar-agar
D15 - . o e
Lima endodontica nova, sem tratamento especifico. = .
Controle . S ) 2 Nao realizado
M Sem exposigao de interiorizagdo no canal radicular

nmp/ml: Numero mais provavel por ml
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ESPECTROMETRIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE
RAIOS-X

O numero de campos analisados no modo
EDS foi variavel em cada amostra, devido a
dificuldade de obter uma superficie adequada em

relacdo a incidéncia do feixe do microscopio,
pelo fato da lima possuir uma conformacao de
giro, dificultando as analises de espectro (Tabela
1). A tabela 2 relata os elementos quimicos
encontrados em cada campo de analise nos
diferentes grupos.

Tabela 2 - Relacao do espectro quimico da superficie metalica das limas endodénticas

m % em massa
(%)
(@) ©
@ 3 2 3
C o] ) [0
T B 3 =
°© o = o Si Cr Fe Ni Cc o Na Al S Cl Ca Mn Mg P Mo
2 g
° c
L
Controle 0,29 : 17,79 | 74,67 @ 5,22 2,02
CP1
Area2 2,74 | 26,71 8,02 1,48 { 0,91 | 59,32 | 0,83
Controle 2,21 17,47 : 71,04 : 7,29 1,99
D11 CP2
Area2 1,10 9,95 | 38,39 : 3,64 | 46,30 0,28 0,34
Controle 0,22 19,97 | 74,98 | 3,28 | 1,48 0,08
CP3
Area2 2,26 2,81 8,75 10,02 : 5,60 47,75 1,61 ¢ 21,20
Controle 145 @ 17,68 : 7354 : 7,33
CP1
Ponto 2 1,83 8,47 47,82 @ 2,73 1,08 0,86 0,95 : 0,64 2,72
Controle : 0,83 | 16,84 : 72,69 @ 7,06 | 1,42 1,17
D12 CP2
Area2 598 {2449 : 259 | 2,05 64,88
Controle 1,75 : 16,72 : 70,16 @ 7,67 3,28 0,42
CP3
Jg’ Area2 14,57 : 60,15 ;| 5,73 | 19,16 0,39
o
‘-”| Controle 1,76 17,61 : 71,74 | 7,16 1,44 0,28
g cP1
2 Area2 1,63 { 13,52 | 53,33 | 4,91 | 24,25 0,28 | 1,54 0,64
m
= Area 1
= = 1,32 | 13,49 : 51,90 | 4,88 i 25,59 i 0,95 1,41 0,46
m Corroséo
;‘ CP2
2 A
5 Area2 a5 1621 6302 658 11,77 0,56
corroséo
Igl
o Controle 1,56 § 17,87 : 71,96 | 7,22 1,39
CP3
D13 Area2 1,62 : 17,33 : 70,00 : 6,74 : 3,89 0,42
Area 1 1,48 : 13,93 i 55,56 : 5,09 : 19,92 : 0,76 : 0,86 0,74 1,64
CP4
Area2 1,32 ¢ 9,12 : 3321 | 297 : 50,07 : 0,73 | 0,73 0,60 1,25
Controle 1,27 : 12,74 i 40,13 : 3,81 : 26,64 | 1,47 13,65 i 0,29
CP5
Area2 0,76 : 10,17 : 23,58 45,96 i 3,46 11,86 i 0,35 0,46 1,01
Controle 0,79 : 19,03 i 72,58 : 585 | 1,58 0,18
CP6
Area2 1,29 { 34,39 i 47,32 | 3,47 8,43 4,53 0,31
Controle 2,24 17,23 : 69,36 : 7,20 i 3,97
CP1
Area2 0,66 4,76 14,96 @ 1,25 | 78,37
D14
Controle 1,52 : 17,58 : 71,73 | 7,30 1,86
CP2
Area2 1,562 : 13,20 : 49,44 @ 485 | 22,64 8,34
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@) % em massa
Q m
3 3
© 3 8 B3
c ko) QO = g
° QO 3 c
° 3 g 5 3 Si cr Fe Ni C o Na Al s cl Ca Mn Mg P Mo K
2 5
o
Controle : 0,86 @ 17,75 : 73,08 | 6,95 | 1,35
CP1
Area2 037 1733 71 | 584 557
D15
Controle : 0,82 18,32 @ 74,05 | 6,81
cP2
Area2 100
Controle © 1.34 19,10 : 79,23 0.32
CP 1
Area2 © 0,98 17,98 74,31 : 674
Controle : 1,65 @ 1830 72,44 - 7,36 0,26
CP2
Area2 = 2.01 § 16,06 6353 : 6,58 : 11.05 0,37 0,40
D12
Controle : 0,57 17,49 73,81 : 59 - 1,99 0,18
CcP3
Area2 = 0,72 3132 6817 379 i 6
Controle © 2,22 = 17,71 72,88 : 7,32 0,43
» CP4
S Area2 112 | 887 3252 @ 324 i 5254 i 1,49 0,24
(7]
§ Controle © 1,02 : 17,36 © 71,80 i 7,31 | 2,51
> CcP4
@ Area2 036 | 7,08 2514 @ 1,90 i 6553
=
= Controle © 1,84 | 17,65 72,11 : 7,40 1,00
m
M cP1
Z Area2 = 122 | 12,41 499 1,21 14,59 9,08 152 1,89 1 2,10
D13 N
' Controle : 1,12 18,07 = 73,07 : 7,06 0,68
D
o cpP2
Area2 = 0,75 | 10,80 4131 @ 3,82 | 4244 0,23 0,65
Controle : 1,66 @ 1592 @ 66,10 | 6,77 | 847 1,08
CP3
Area2 = 1,20 | 1113 42,96 @ 4,37 | 38,84 0,49 1,02
Controle : 154 : 1691 = 72,54 = 8,03 0,98
cp1  Area2 1,00 13,63 53,74 - 556 24,40 1,67
Controle = 164 1733 72,66 = 7,60 0,77
cp2  Area2 211 1715 67 . 740 4,89 1,45
D14
Controle - 426 1710 7341 = 7,53 0,69
cp3  Area2 111 1847 69,70 553 3,82 1,54
Controle - 098 16,83 74,41 = 7,14 0,65
cp4 Area2 o8> 1765 7470 6,22 0,61

CP: Corpo de prova.

A andlise no modo EDS demonstrou
corrosao ao longo da superficie metalica das limas
nos Grupos D12, D13 e D14, indicada pela reducao
dos elementos formadores da liga metalica, Fe, Ni
e Cr, com a associacao da presenca de elementos
indicadores de corrosdo como O, Cl e S. Estas areas
corrosivas apresentaram diferentes magnitudes,
formas e local de ataque corrosivo. Ja as amostras
Grupo controle D11 apresentaram areas sugestivas
de deposito de smear-layer e areas integras sem

10.7308/aodontol/2019.55.e20

ataque corrosivo como no grupo de limas novas, Grupo
D15 (CP 1) que apresentaram valores aproximados
dos elementos de liga (Fe, Cr e Ni) entre as duas
analises, o ponto controle e o ponto 2.

O Grupo D11, sem metalizagdo, apresentou nos
espectros pontuais maiores concentragoes de Cr, Fe e Ni,
gue sdo os elementos formadores da liga metalica. Ja as
areas sugestivas de depdsito obtiveram concentragdes
aleatérias e variaveis de Si e C além de S, CI, O, Ca,
Mg, Mn e P. Tais elementos indicam que estas particulas
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sejam restos dentinarios, smear-layer. Além
disso, a imagem demonstra uma particula muito

carregada de elétrons, o que € comum em uma
area nao eletrocondutora e organica (Figura 1).

Figura 1 - Limas controle: Grupo D15 (D) superficie com area de depdsito amoérfico e imagens
D.1 com o espectro do ponto 1 (espectrograma vermelho), superficie integra, e espectro pontual 2
(espectrograma azul), superficie sugestiva de depdsito. Lima D11 (B e B.1 e C e C.1) superficie com
area de deposito de smear-layer (ponto 2, espectro azul) e area integra (Ponto 1, espectro vermelho).
Imagem em menor magnitude (D.2), relevando a localizagéo preferencial dos depésitos de estruturas
amorfas nas arestas de corto da lima endoddntica permanecendo a superficie sem depdsitos.

O Grupo D15 apresentou areas de
depdsitos localizadas nas arestas cortantes
da lima, com maiores concentragdes de Si, Cr,
Fe, Ni e aumento de C. Entretanto este grupo
sO apresentou estes elementos quimicos na
superficie, enquanto o outro grupo controle,
D11, com condig¢des in vitro dentro do dente,
apresentaram areas de depésito com O (5,60%
0O); S (0,28% S e 1,48% S); ClI (0,91% ClI), Ca
(47,75% Ca; 0,34% Ca, 59,32% Ca), Mn (0,83%
Mn); Mg (1,61% Mg) e P (21,20% P).

Ja para o Grupo D12, com inoculo D.
desulfuricans ambiental, os campos demonstraram
maiores concentragdes de elementos estruturais
de liga metalica nos espectros pontuais controles
(Cr, Fe, Ni) quando comparado as areas de
corrosao. Também foi possivel indicar a presenga

10.7308/aodontol/2019.55.e20

de O, Na, Al, S, Cl, Ca em um mesmo campo,
sugerindo uma area de corros&o. Nos outros dois
campos foram identificados a presenca de Al, nas
areas de corrosdo. As imagens obtidas neste grupo
diferenciam das imagens das amostras controle
sugerindo areas de corrosao (Figura 2 - M, N). A
mesma amostra, apds metalizacao da superficie,
mostrou caracteristica superficial semelhante
a amostra sem este preparo. Foi verificada a
presenca de S, podendo ser notada no espectro
pontual do campo de analise dois, um aumento
de S na éarea sugestiva de corrosao (0,37% S)
quando comparada a area de superficie integra
(0,26% S), apresentando ainda nesta area Ca
(0,40% Ca) e C (11.05% C) ausentes no espectro
pontual da area de superficie integra. Ja o espectro
pontual do campo de andlise trés apresentou
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aumento no nivel de Cr (31,32% Cr) quando
compara a area integra (17,49% Cr), também foi
relacionado aumento de Si (0,72% Si), C (6% C)
em comparagao ao espectro pontual da superficie
integra Si (0,57% Si) e C (1,99% C). A figura 2
sugere bordas elevadas com um afundamento na
area central da area sugestiva de corroséo.

O Grupo D14 apresentou aumento
de concentracdo dos elementos de liga nas
superficies integras (Si, Cr, Fe, Ni) e aumento de
C na area de deposito de biofilme ou smear-layer,
circundada por uma area de corrosdo, associada
apresencga de Ca (8,34% Ca) no campo da figura
2.P. Apos metalizacdo, apresentou o mesmo
padrao de reducao dos elementos de liga e forte
presenca de C nas areas de corrosao. Na figura
2.Q é possivel verificar a area de corrosao com
uma borda em elevacao e uma das faces da
area socavada.

Ja o grupo D13 revelou uma superficie
com depodsitos irregulares e diversos. As

analises revelaram S somente na area de
corrosao (1,54% S; 0,42% S, campos de analise
1 e 3 respectivamente) (Tabela 2), um aumento
de S nas areas de corrosdo (campo 5 e 6, de
0,18% S para 0,31% S e de 0,29% S para
0,35% S respectivamente) e pequena redugéo
de S no campo 4, da area controle para a area
de corrosao, de 0,74% S para 0,60% S, com
associacao dos elementos O, Ca, Na (Figura 2).
Apos metalizagao, este grupo apresentou (Figura
2.T), um campo com forte indicio de corroséo
com presenca de O (1,21% O), C (4,99% C), CI
(9,08% ClI), Ca (1,52% Ca) e K (2,10% K). Nos
outros campos, foi observado o mesmo padrao
de reducgao dos elementos de liga e a presenca
de outros elementos, como S (0,23% S) e Ca
(0,65%) (Figura 2 e Tabela 2). Esta analise
sugere haver uma relacdo da presenca do S
com a alteracdo da superficie metalica da lima,
como um produto do rompimento da camada
passivadora da superficie metalica.

Figura 2 - Analises de superficie. Lima D12, antes (M, N) e apés metalizacao (O), superficie com area
de Corroséo e espectro do ponto 1 (vermelho), superficie integra, e analise pontual 2 (azul), superficie
de corrosdo. Lima D14 (P), superficie com area de material biologico, sugerindo ser biofilme, com
areas adjacentes de corrosao e (Q) areas de corrosdo. Espectro do ponto 1 (vermelho), superficie
integra, e analise pontual 2 (azul), superficie de corrosdo. Lima D13 (R, S) e apds a metalizagao (T
e U) superficie com area de corrosao. Antes da metalizagao e apds metalizacao (H e L), espectro do
ponto 1 (vermelho), superficie integra, e analise pontual 2 (azul), superficie de corroséo.
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Antes da metalizacdo da superficie do
Grupo D13, foram analisadas as extremidades de
uma mesma area de corrosao, em dois pontos,
que apresentou variagcbes na concentracdo de
Si, Cr, Fe, Ni, C e S. A concentracao de S variou
neste mesmo campo de 1,41% S a 0,56% S.
Ainda foi possivel comparar estas analises com
uma area integra e outro ponto de corrosao, de
mesma tomada de campo, o que permitiu sugerir
que as areas mais densas e escuras da imagem
representavam maiores concentragdes de P e C,
como na analise de espectro pontual 2 da figura
3.A e no ponto 1 figura 3.B. A area de corrosao
apresentou S nos trés pontos de avaliagdo e

ausente na area integra. Uma mesma area de
corrosao apresentou zonas de variacdo de
elementos quimicos, apresentando (0.95% O)
e Al (0,28% O) em uma zona e P (0,64% P e
0,46% P) em duas zonas préximas (Figura 3).
Tal analise reforca que as alteragdes superficiais
estdo envolvidas com a presencga e concentragao
de S na superficie metalica. Podendo ainda ser
correlacionado ao fato de haver, no momento
do cultivo das BRS nas limas endodoénticas,
a presenca de depdsitos de biofilmes nestas
areas mais escuras, 0 que poderia responder a
presenca de Ca e P associado a S em algumas
areas.

Al

W k)

e ‘__“__‘_I____‘__'__’. ‘in_' el Vi ‘.‘_-__I_"_“

B.1

fom

[T [ in ] [T} in [T [T [T

Figura 3 - Comparagao entre areas de corrosdo. Lima D13, campo com espectrometria de um
ponto integro, sem corrosdo (vermelho) e com corrosdo (amarelo, A e azul A.1) e campo com
espectrometria de dois pontos sugestivos de corroséo (B e B,1) (vermelho e azul).

DISCUSSAO

A corrosao propiciada pelas BRS ¢é
localizada, predominantemente por pites®®.
Este processo biocorrosivo seria desejavel em
limas endodobnticas fraturadas, facilitando o
desprendimento da lima das paredes do canal
radicular. Todos grupos inoculados com as BRS,
sugeriram a possibilidade de ocorréncia da MIC,
indicando que as BRS n&o ficariam imobilizadas
somente na area de acesso do in6culo e sim
conseguiriam transpassar a barreira da lima
endodoOntica fraturada, alcancando regides
apicais do canal radicular assim como a ponta
ativa da lima endodéntica fraturada no canal
radicular.

Anteriormente  foi comprovado o
poder biocorrosivo do BACCOR, com cepas
de D. desulfuricas e D. fairfieldensis, em

10.7308/aodontol/2019.55.e20

limas endodénticas tipo kerr seccionada
transversalmente, com 28 dias de incubacao®.
O padrao de corrosdo foi semelhante
aos apresentados neste trabalho mesmo
extrapolando o tempo de avaliacdo para 477
dias, a fim de verificar a capacidade maxima de
biocorrosdo das BRS®. Também foi percebido
em areas de defeitos estruturais preexistentes
onde o processo biocorrosivo foi capaz de
atuar® semelhantes as arestas de corte com
arrancamento onde foi identificado area de
corrosao no grupo D12.

Além de comprovar a formagcao da MIC
pelas BRS, este estudo demonstrou que as BRS
se mantém viaveis no canal radicular por longo
periodo. Anteriormente, ja havia sido identificada
presencade BRS nacavidade oral,emsuperficies
dentinarias e saliva’™'. O condicionamento de
amostras para a observagdo no MEV, como a
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fixacdo, desidratagdo e revestimento condutor
pode levar a distorcdo na amostra, colapsando
as matrizes de EPS, permanecendo somente
as estruturas proteinaceas™. Tal fato pode
responder a diferenga encontrada entre os
espectros das amostras de antes e apos
a metalizagdo da superficie’. Stowe et
al."™ relataram que estruturas organicas ou
inorganicas depositadas sobre a superficie
metalica, quando revestidas por ouro irdo
produzir um sinal dependente da topografia da
amostra, em vez da sua composigao, orientando
pela ndo metalizagdo das amostras em estudos
de limas endodéntica, quando é objetivada
a diferenciacdo de areas de contaminagao
organicas de superficies metélicas. A auséncia
de BRS nas imagens geradas nas amostras
observadas no MEV foi ocasionada pela nao
utilizacdo de métodos para preservagao das
bactérias, como a técnica do ponto critico.
Esta técnica nao foi utilizada, uma vez que a
desidratacdo de amostras também podem
gerar artefatos que tornam o resultado dificil
de interpretar’®, podendo gerar contragcdo no
biofilme's.

A metodologia de reobservagao de limas
endodéntica no MEV e analise no MEV-EDS
ja havia sido relatada por Popovi¢ et al.’®. Ao
comparar as imagens dos dois momentos,
com o nosso trabalho, fica evidente a falta de
semelhanca da superficie metalica quando
comparamos com a superficie das amostras
onde houve atividade da BRS. Quanto aos
espectros quimicos no MEV-EDS, Popovié¢
et al.’® relataram somente a grande presenca
de Fe e Cr para as limas de aco inoxidavel
enquanto Parirokh et al.'” determinaram
em limas endodbnticas de acgo inoxidavel a
composicao de detritos metalicos, como sendo
Fe e Cr com reduzida concentracdo de Si, Ni
e Mo, e de detritos organicos, apresentando
elevada concentragao de C.

Estruturas solidas em formas de hastes,
observadas no MEV, seriam células bacterianas
encapsuladas por sulfetos de Zinco e de ferro'@.
Remoundaki et al.”® descreveram através do
MEV-EDX um encapsulamento de BRS, com
forma de haste de 10um, por uma nevoa turva
correspondente a deposicdo de sulfuretos
metalicos na superficie da parede celular e
ou area adjacente a célula bacteriana'®. Tais
indicios sugerem que a presenca de S nas
amostras analisadas sao vestigios da existéncia
de um biofilme de BRS que foi removido com
a decapagem quimica, permanecendo ainda

a presenca do S residual nesta superficie pré-
colonizada.

No grupo D11 a exposi¢cdo da lima no
canal radicular foi capaz de promover uma
corrosao abidtica em algumas areas, que pode
ser relacionado a umidade residual na dentina,
tratada previamente com hipoclorito de sdédio
e pela presenca do oxigénio, mesmo que em
reduzida concentracdo. Ao comparar 0 grupo
D11 com os grupos inoculados com BRS, as
imagens sugerem que a biocorrosao propiciada
pelas BRS foi capaz de atuar em grande
extensao.

A limitada presenca dos elementos Si,
Cr, Fe, Ni e C no Grupo D15 sugere que os
elementos na lima D15 sejam residuos amorfos
do processo de usinagem, 6leos ou mesmo
material humano de manipulacéo.

Em relacdo as analises de espectro
pontual, a presenca de Al e Si nas limas, ndo
possuiram um padrdo em relacao as condi¢des
de ensaio. Ounsi et al.® indicaram a presencga
do Al em areas proximas a haste da lima e
Si distribuido pela superficie como resultado
do uso dos cursores nas limas endodénticas
analisadas.

Lens et al.’ identificaram em biofilmes
de BRS de 150 dias a presenga de PO*,-P
compondo a biomassa. Para Remoundaki et
al.”® o espectro de elementos obtidos no MEV-
EDS revelaram alta concentracao de O, Mg, P,
S, Zn, Fe, C, N. Enquanto o espectro no biofilme
bacteriano revelou alta concentragdo de S, Zn
e O, respectivamente em ordem decrescente,
seguidos por P, Mg, CI, Fe, Ca, C e N.
Anteriormente White e Gadd?® caracterizaram
a presenca de P, Ca, S, Fe e Cu em culturas
de BRS de sete, 14 e 21 dias, identificando
uma distribuicdo ndo uniforme de Cu e S nos
biofilmes. Brown etal." correlacionaramno MEV-
EDS a identificagdo de P aos acidos nucleicos
e fosfolipidios das células de biofilmes assim
como o Mg e Ca a eletrdlitos citoplasmaticos.
A similaridade destes elementos quimicos
associados a presenca de biofiimes de BRS
com os dados aqui apresentados corroboram
os achados nas analises apresentadas.

Um maior teor de carbono reduz a
resisténcia microestrutural do aco austenitico,
reduzindo a resisténcia a corrosdo?', tal situagao
pode ser constatada nas areas sugestivas de
corrosao dos grupos onde foi verificado um
aumento no teor de carbono. Em contra partida
o niquel fornece a resisténcia a corrosao?,
sendo verificada a reducao do teor nas areas



sugestivas de corrosdo. Ja a resisténcia a
corrosao dada pela presenca do alto teor de
cromo, que produz um filme protetor passivo e
estavel?' também seguiu o mesmo padrao do Ni,
reduzindo a concentracao nas areas sugestivas
de corrosao. Ja para o Mo, que produz um filme
passivo protetor mais estavel?' foi verificado
alteragbes nas amostras apos a metalizacao,
entretanto na maioria das analises estava em
maior concentracao nas areas sugestivas de
Corrosao.

Costerton et al.??relataram a presenga de
niveis muito baixos de O, nos centros de micro
colonias formadoras dos biofiimes, mesmo
os biofilmes de bactérias anaerdbicas. Assim
como a ocorréncia de redugéo de O, nas areas
circundantes da col6nia, Videla & Herrera®
relataram a presenca de Mg dissolvido abaixo
de areas de colonizacao de biofilme. Tal fato
poderia justificar a variavel e baixa ocorréncia
de O, e Mg nas areas sugestivas de corrosao
dos grupos de limas expostas a BRS.

Ja Geiger et al.?* ao estudarem o biofilme
da D. vulgaris relataram a presenca de S, Fe,
Cl, K, Ca e Cr em um tubérculo de corrosido
em acgo inoxidavel. Lin e Jay® relataram a
presenca de sulfeto e Hg em biofilmes de
Desulfovibrio desulfuricans com tempos de 24
e 48 horas, enquanto Jhobalia et al.?® relataram
a predominancia de Fe e S. Tais minerais
formados em associacdo com os biofilmes
sao denominados como biominerais: sulfato,
fosfato, carbono, sulfureto e ions de silicato?.

As imagens apresentadas neste trabalho,
com formacdes localizadas de areas calcificadas
alem de areas sugestivas de corrosdo foram
semelhantes as de Dunsmore et al.®? e Yuan et
al.?® que descreveram uma superficie metdlica
coberta por grumos de biofilme de BRS, densos
e porosos, levando a um ataque localizado
por ions agressivos de Cl- e S%, que conduz a
iniciagéo de corrosédo®. Além disso, foi possivel
relacionar que em todas as analises onde o
Cl estava presente, o S estava associado,
exceto na analise do G14 figura 1, apds a
metalizagéo (Tabela 2). Pickering?' relatou que
estes contaminantes, como cloreto e didxido de
enxofre, evidenciam a corroséo.

Em relacdo ao tempo de exposigao das
amostras, a taxa de biocorrosao foi inexpressiva
quando correlacionada com o tempo de
imersdo das limas endoddnticas. Porém lIsa
et al.® relataram a maior atividade de BRS
em reatores anaerdbicos entre 11 e 24 dias,
decaindo a producdo de S entre 54 e 63 dias.

Este fato pode ser devido a supersaturagao
de sulfeto de ferro no meio, como relatado por
Jhobalia et al.?® que relacionou a queda brusca
de corrosdo em cupons de aco quando a
solugao era super suturada com FeS,. Ao longo
do ensaio os autores relataram que o aumento
da concentracdo de sulfeto diminuiu a taxa de
crescimento das BRS e a taxa de corroséo.

Ja Lopes et al® relacionaram a
concentracaode Niaviabilidade da Desulfovibrio
desulfuricans. Altas concentragcbes de Ni
reduziram a taxa de duplicac&o celular enquanto
niveis baixos foram positivos ao crescimento
celular’®. Ja o Cr, apesar de presente nas
superficies metalicas, ndo apresentou efeito
sobre o tempo de duplicacdo das bactérias nos
estudos de Lopes et al.® e o Mo foi indicado
por retardar o crescimento celular das D.
desulfuricans®'. Nas analises apresentadas em
nosso trabalho a presenca de Ni e Cr foram
evidentes em todas as amostras, enquanto a
presenca de Mo foi evidente somente apds a
metalizacdo das amostras.

A constatacdo da presenga dos
elementos quimicos através do MEV-EDS
sugere a presenca da existéncia de um biofilme
irregular de BRS nas limas endodénticas.
Entretanto o EDS nao fornece o estado de
oxidagdo do elemento quimico, o que seria
importante para demonstracdo efetiva do
acumulo do mineral no biofilme?”. Aiinvestigacao
sobre a formacao do biofilme em acgo se torna
importante, uma vez que representa o estagio
inicial na MIC?2,

CONCLUSAO

As analises no modo EDS demonstraram
biocorrosdo ao longo da superficie metalica
das limas quando empregado o biofarmaco
BACCOR, nas trés diferentes cepas
empregadas, indicada pela reducdo dos
elementos formadores da liga metdlica, Fe, Nie
Cr, com a associagao da presenca de elementos
indicadores de biocorrosdo como O, Cl e S.
Estas areas corrosivas apresentaram diferentes
magnitudes, formas e local de ataque corrosivo.
Logo, as BRS foram capazes de alterar a
estrutura superficial de limas endodénticas
fraturadas no interior do canal radicular através
da formacao de areas sugestivas de corrosao.
Tais evidencias podem possibilitar um caminho
para facilitar a pratica endodéntica para a
remocao de limas endodénticas fraturadas em
canais radiculares.
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Analysis of endodontic files submitted to biocorrosion by sulfate
reducing bacteria in vitro

Aim: To evaluate the chemical alterations present on the metallic surface of root canal fractured endodontic
files in vitro after the intraradicular inoculation of BRS cultures of three microbial strains, Desulfovibrio
desulfuricans (one oral and one environmental strain), and Desulfovibrio fairfieldensis.

Methods: Five kerr #90 files were analyzed, one new untreated Kerr file and the other 4 files fractured within
root canals in vitro, with a subsequent inoculation of Desulfovibrio desulfuricans (oral and environmental
strains), and Desulfovibrio fairfieldensis, as well as a control group without bacterial inoculation for 477
days. The groups were analyzed using the scanning electron microscope (FEl-Inspect-S50) EDS (X-ray
Dispersive Energy Spectrometry) mode.

Results: The presence of S, Cl, and O were related to the biocorrosive process, as well as the reduction
of alloying elements in this area.

Conclusion: The EDS mode analysis showed biocorrosion along the metallic surface of the files when the
BACCOR biopharmaceutical was used in the three different strains employed in this study, indicated by
the reduction of the alloying elements — Fe, Ni, and Cr — with the association of the presence of indicator
elements of biocorrosion, such as O, CI, and S.

Uniterms: Endodontics. Dental pulp cavity. Biological products. Corrosion. Desulfovibrio.



