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Navarro LG. Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade, bioatividade e
atividade antimicrobiana de novos cimentos obturadores [Dissertagdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Cimentos endodbnticos devem apresentar propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
adequadas. Publicacdo 1- Avaliacdo da citotoxicidade, bioatividade celular, potencial
bioativo e atividade antimicrobiana dos cimentos GuttaFlow bioseal (GFB) e TotalFill BC
(TF), comparados ao AH Plus (AHP). A citotoxicidade e bioatividade celular (Saos-2) foram
avaliadas por meio dos ensaios de metil tetrazélio (MTT), vermelho neutro (VN), atividade da
fosfatase alcalina (ALP) e vermelho de alizarina (ARS). O potencial bioativo foi avaliado em
microscopia eletronica de varredura (MEV). Para avaliacdo da eficicia antimicrobiana sobre
Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans foram realizados os testes de contato direto
sobre células plancténicas ou biofilme. Dados da viabilidade celular e atividade de ALP
foram submetidos aos testes two-way ANOVA e Bonferroni post-test. ANOVA e Tukey
foram usados para analise do ARS e da atividade antimicrobiana (a=0,05). GFB e TF nédo
mostraram efeitos citotoxicos. GFB mostrou maior atividade de ALP aos 7 dias e foi efetivo
sobre biofilme de C. albicans e dual-espécies. TF induziu maior deposi¢cdo de nodulos
mineralizados no ensaio ARS, mostrou maior potencial bioativo em MEV e maior atividade
antimicrobiana sobre células planctdnicas e biofilme de E. faecalis. Publicacdo 2- Avaliacado
dos cimentos NeoMTA Plus (NMTAP) e MTA Fillapex (MTAF) em comparacdo ao AHP.
Foram avaliadas as propriedades de alteracdo volumétrica (AV), citotoxicidade, bioatividade
celular, potencial bioativo e atividade antimicrobiana. O tempo de presa (TP) e escoamento
foram avaliados segundo normas 1SO-6876. O pH foi avaliado em diferentes periodos. A
solubilidade foi avaliada apds 7 dias de imersdo em agua destilada e expressa em
porcentagem de perda de massa. A radiopacidade foi avaliada usando discos dos cimentos e
radiografias para determinar valores em milimetros de aluminio (mmAl). AV foi avaliada em
microtomografia computadorizada (Micro-CT). Os testes para avaliar a citotoxicidade,
bioatividade celular, potencial bioativo e atividade antimicrobiana foram realizados como
descrito na Publicacdo 1. Dados das andlises fisico-quimicas, AV, atividade antimicrobiana e
bioatividade celular (ARS) foram submetidos aos testes de ANOVA e Tukey; e de
viabilidade celular e ALP aos testes two-way ANOVA e Bonferroni post-test (0=0,05).
MTAF mostrou maior TP, solubilidade e escoamento. NMTAP e MTAF mostraram menor
radiopacidade. NMTAP mostrou maiores valores de pH em todos os periodos, seguido por
MTAF. MTAF mostrou maior AV nos dois periodos avaliados e maior atividade
antimicrobiana sobre células planctdnicas de C. albicans. NMTAP mostrou valores de
viabilidade celular, maior atividade de ALP, maior inducdo de nodulos mineralizados no
ensaio ARS, maior potencial bioativo em MEV e maior atividade antibiofilme sobre C.
albicans e dual-espécies. Conclusdo: Conclui-se que GFB, TF e AHP apresentam
citocompatibilidade, enquanto GFB e TF mostraram bioatividade celular, potencial bioativo e
atividade antimicrobiana. NMTAP e AHP apresentam adequadas propriedades fisico-
quimicas (TP, solubilidade e AV), citocompatibilidade e bioatividade celular. NMTAP
mostrou potencial bioativo e atividade antimicrobiana sobre biofilme de C. albicans e dual-
especies, porém apresenta menor escoamento e radiopacidade. A nova formulagdo de MTAF
demonstra reducdo volumétrica, alta solubilidade, menor radiopacidade, maior citotoxicidade,
baixa bioatividade celular, e atividade antimicrobiana sobre células planctonicas de C.
albicans. GFB, TF e NMTAP apresentam potencial para serem usadas na obturacdo dos
canais radiculares.

Palavras-chave: Cimentos dentarios. Endodontia. Obturacéo do canal radicular.



Navarro LG. Evaluation of the physico-chemical properties, cytotoxicity, bioactivity and
antimicrobial activity of new endodontic sealers [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Endodontic sealers have to show adequate physico-chemical and biological properties.
Publication 1- aims to evaluate the cytotoxicity, cell bioactivity, bioactive potential and
antimicrobial activity of GuttaFlow bioseal (GFB) and TotalFill BC (TF), compared to AH
Plus sealer (AHP). Cytotoxicity and cell bioactivity (Saos-2) were evaluated by methyl
tetrazolium (MTT), neutral red (VN), alkaline phosphatase (ALP) and alizarin red (ARS)
assays. The bioactive potential was evaluated by scanning electron microscopy (SEM). To
evaluate the antimicrobial and/or antibiofilm efficacy against Enterococcus faecalis and
Candida albicans were realized direct contact test on planktonic cells or biofilm. Cell
viability data and ALP activity were submitted to two-way ANOVA and Bonferroni post-test.
ANOVA and Tukey were used for ARS analysis (¢=0.05). GFB and TF showed no cytotoxic
effects. GFB showed higher ALP activity at 7 days and was effective against biofilms of C.
albicans and dual-species. TF induced higher deposition of mineralized nodules with ARS
assay and higher bioactive potential in SEM and higher antimicrobial activity on planktonic
cells and biofilm of E. faecalis. Publication 2- aims to evaluate the MTA Fillapex (MTAF)
and NeoMTA Plus (NMTAP) sealers in comparison to the AHP. The physicochemical
properties, volumetric alteration (VA), cytotoxicity, cell bioactivity, bioactive potential and
antimicrobial activity were evaluated. Setting time (ST) and flow were evaluated according to
ISO-6876 standards. pH was evaluated in different periods. Solubility was evaluated after 7
days of immersion in distilled water and expressed as percentage of mass loss. Radiopacity
was evaluated using sealers discs and x-rays to determine values in millimeters of aluminum
(mmAl). VA was evaluated in micro-computed tomography (Micro-CT) in periods of 7 and
30 days. The tests to evaluate the cytotoxicity, cell bioactivity, bioactive potential and
antimicrobial activity were performed as described in Publication 1. Physicochemical, VA
and cell bioactivity (ARS) were submitted to the ANOVA and Tukey tests; and cell viability
and ALP to two-way ANOVA and Bonferroni post-test (o = 0.05). MTAF showed higher TP,
solubility and flow. NMTAP and MTAF showed lower radiopacity. NMTAP showed higher
pH values at all periods, followed by MTAF. MTAF showed higher VA in both periods
evaluated and higher antimicrobial activity on planktonic cells of C. albicans. NMTAP
showed values of cellular viability, and higher ALP, higher induction of mineralized nodules
in the ARS, higher bioactive potential in SEM and higher antibiofilm activity against C.
albicans and dual-species. Conclusion: It is concluded that GFB, TF and AHP showed
cytocompatibility, while GFB and TF showed cell bioactivity, bioactive potential and
antimicrobial activity. NMTAP and AHP showed proper physicochemical properties (ST,
solubility and VA), cytocompatibility, and cell bioactivity. NMTAP showed bioactive
potential and antimicrobial activity on biofilms of C. albicans and dual-species, however,
showed lower flow and radiopacity. The new formulation of MTAF shows volumetric
reduction, high solubility, lower radiopacity, higher cytotoxicity, low cell bioactivity, and
antimicrobial efficacy on planktonic cells of C. albicans. GFB, TF and NMTAP showed
potential to be used as root canal filling materials.

Keywords: Dental cements. Endodontics. Root canal obturation.
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1 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodbntico depende do preparo biomecénico e da
obturagdo tridimensional do sistema de canais radiculares (SCR)*?. A terapia endodéntica
visa limpeza, modelagem e desinfeccdo do SCR, além da obtencdo de selamento adequado®.
Tradicionalmente a obturacdo consiste na associacdo da guta-percha a um cimento
endodontico, visando o preenchimento dos espacos entre a guta-percha e paredes do canal
radicular® e eliminacdo dos espacos vazios que podem permitir a reinfeccdo’. Ainda, o
cimento endodontico pode auxiliar no controle da infeccdo residual, por meio de atividade
antimicrobiana®.

Os cimentos endodonticos sdo classificados de acordo com 0s seus componentes
principais, proporcionando a classificagdo em cimentos de 6xido de zinco e eugenol, cimentos
a base de hidroxido de célcio, resinas, ionémero de vidro, silicone e os biocerdmicos, com
composicdo & base de silicato de calcio™*"®,

Micro-organismos no sistema de canais radiculares podem sobreviver apds o preparo
biomecanico® matendo a infeccdo apds o tratamento endoddntico’®*2. Cimentos endoddnticos

6.13.14 o atividade

podem favorecer o controle da infeccéo residual, por meio do seu pH alcalino
antimicrobiana™.

Enterococcus faecalis e Candida albicans sdo micro-organismos persistentes nas
infeccOes residuais devido a sua capacidade de penetracdo nos tabulos dentinarios mantendo
o processo infecioso endodéntico'***8. C. albicans é a espécie f(ingica mais comumente
encontrada em lesdes endodonticas primarias™® e E. faecalis, é a espécie bacteriana mais
usada na avaliacdo da atividade antibacteriana dos cimentos obturadores por estar presente
nas lesGes periapicais resistentes'.

A biocompatibilidade dos diferentes cimentos endoddnticos varia de acordo com a

4,20

composicdo, podendo influenciar o sucesso do tratamento™, e o processo de reparo da regido

periapical®*®®. Materiais toxicos afetam o metabolismo e processo de reparo®®?’. Testes de
citotoxicidade sdo realizados para avaliacdo inicial da biocompatibilidade dos materiais?>%.
Testes in vitro, tais como o ensaio de metil tretazolio-MTT e vermelho neutro (Neutral Red-
NR) sdo comumente utilizados na avaliacdo da citotoxicidade dos cimentos endodénticos

2830 Além dos estudos de

devido a sua simplicidade, acurdcia e reprodutibilidade
citotoxicidade, o estudo da bioatividade celular por meio da avaliacdo da atividade da
fosfatase alcalina-ALP e coloracdo com vermelho de alizarina (Alizarin Red Staining-ARS),

permite avaliar o potencial de induzir formacdo de tecido mineralizado®®. A linhagem de
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osteoblastos humanos Saos-2 é comumente utilizada em testes in vitro de citotoxicidade e
bioatividade celular’*®*?, A citocompatibilidade pode ser avaliada com células fibroblasticas
de camundongos da linhagem L929, células pulpares de ratos RPC-C2A, osteoblastos e
células dérmicas e do ligamento periodontal humano?*2%3334,

AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) é um cimento endodéntico a base
de resina epdxica, utilizado como padrdo-ouro para comparagdes com outros cimentos devido
as suas propriedades fisico-quimicas adequadas™’***°. Com relacdo ao tempo de presa,
radiopacidade, escoamento, alteracdo dimensional, solubilidade e espessura de pelicula, AH
Plus (AHP) esta de acordo com as normas 1SO 6876 e ANSI/ADA 57°37384041 Estudos em
cultura de células de fibroblastos humanos, AHP ndo mostrou efeito citotoxico, sendo

considerado biocompativel*#**,

1.1  Cimentos Obturadores a Base de Silicone e Guta-percha

GuttaFlow (Coltene Whaledent, GmbH + Co KG, Langenau, Suica) é um sistema de
obturagcdo de canais radiculares associando silicone e guta-percha na forma de pd, com
tamanho de particula inferior a 30 um. Os dois componentes sdo automaticamente misturados

120

numa proporgdo de 4:1°°. O cimento GuttaFlow convencional e sua formulagdo anterior

RoekoSeal mostraram biocompatibilidade aceitavel?**%

e toxicidade baixa quando
comparado com outros cimentos, tanto em estudos in vitro e in vivo*®. GuttaFlow ndo
apresentou citotoxicidade quando em contato com cultura celular de fibroblastos gengivais
humanos, ndo demonstrou resposta citotéxica, sendo similar ao AHP?,

GuttaFlow e GuttaFlow 2 sdo cimentos a base de silicone que diferem basicamente na
forma de particula de prata utilizada como componente antibacteriano, nanoparticula e
microparticula, respectivamente?’. GuttaFlow 2 contém componentes semelhantes, mas em
proporcdes alteradas®®, ndo especificadas pelo fabricante. GuttaFlow 2 demonstra
biocompatibilidade em cultura priméaria de fibroblastos gengivais humanos por meio do
ensaio CCK-8%°. Apesar de GuttaFlow 2 ter sido modificado com a adic&o de microparticulas
de prata para melhorar sua atividade antimicrobiana, este cimento ndo mostrou efeito sobre E.
faecalis*’*®,

Recentemente, o mesmo fabricante lancou um novo cimento bioativo, GuttaFlow
bioseal (GFB). Este novo material é composto de guta-percha em pd, polidimetilsiloxano,

catalisador de platina, dioxido de zirconio e vidro cerdmico bioativo. Este ultimo componente
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visa proporcionar bioatividade ao material. GFB é apresentado na forma de seringa dupla e
pontas misturadoras que permitem a manipulacdo do cimento na proporcéo de 1:1.

Dentre os poucos estudos na literatura sobre o GFB, o cimento apresenta
citocompatibilidade quando em contato com fibroblastos humanos em comparacdo aos
cimentos GuttaFlow 2, MTA Fillapex e AH Plus® e apresenta também adequadas
propriedades fisico-quimicas como radiopacidade, escoamento, solubilidade e estabilidade
volumétrica®. No entanto, ha pouca informacdo sobre as propriedades biolégicas, fisico-
quimicas e antimicrobianas deste novo cimento. De esta maneira, estudos sobre o0 GFB séo

necessarios para possibilitar a indicacdo cinica deste material.

1.2  Novos Cimentos Obturadores a Base de Silicato de Célcio

Mineral Trioxido Agregado (MTA) é um biomaterial com varias indicagdes na
Endodontia, devido as suas adequadas propriedades fisico-quimicas (radiopacidade, pH e
tempo de presa)® e bioldgicas (atividade antibacteriana e capacidade de reparo dos tecidos
periapicais)®**2. MTA é composto basicamente por silicato dicélcio e tricalcico, aluminato
tricalcio e aluminoferrita tetracalcio®™. Cimentos & base de silicato de calcio apresentam
biocompatibilidade e propriedades mecéanicas adequadas. MTA ¢ indicado como cimento
retrobturador e para capeamento pulpar, pulpotomia, barreira apical em dentes com apices
abertos e selamento de perfuragdes radiculares™. Suas principais limitagdes sdo tempo de
presa longo e dificil manuseio®.

MTA Fillapex (Angelus Solu¢des Odontoldgicas, Londrina, PR, Brasil) € um cimento
endodéntico que contém silicato de célcio’. A primeira formulagdo composta por resina
salicilato, resina natural, 6xido de bismuto, nanoparticulas de silica e MTA®®" foi
desenvolvida para associar propriedades do MTA e propriedades fisico-quimicas de um
cimento endodéntico. Biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, capacidade de

1,58

selamento™®® e escoamento adequado foram descritas para o material®**>**®®. MTA Fillapex

(MTAF) foi comparado com outros cimentos, tais como AHP, mostrando valores altos de
escoamento e baixa radiopacidade, porém de acordo com as recomendacbes ADA, ISO e
ANSI®M® MTAF mostrou pouca atividade antibacteriana sobre E. faecalis***. MTAF

monstrou atividade antibacteriana sobre E. faecalis em teste de contato direto®.

64,65

Varias propriedades do MTAF, tais como biocompatibilidade®*®, bioatividade®,

citotoxicidade®®” "2, solubilidade®®®®™,  capacidade de selamento® e atividade
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antibacteriana*®®™™ foram investigados, porém a sua formulacdo foi alterada. O agente
radiopacificador 6xido de bismuto foi substituido pelo tungstato de célcio. As propriedades
descritas na maioria dos estudos correspondem a formulacao anterior com presenca do 6xido
de bismuto. A nova formulacdo do MTAF apresenta pH alcalino, tempo de presa longo e
solubilidade elevada quando comparado ao AHP, e demonstrou potencial bioativo por anélise
em microscopia eletronica de varredura - MEV'®. Porém, novos estudos sdo importantes para
avaliacdo das propriedades do cimento MTAF em sua nova formulacéo.

TotalFill BC (TF) e EndoSequence BC sdo cimentos endodénticos bioceramicos
semelhantes pré-misturados compostos de 6xido de zirconio, silicato de célcio, fosfato de
célcio monobésico, hidréxido de célcio, agente de preenchimento e agentes espessantes’’.
Bioceramicos sdo o resultado da combinacéo de silicato de célcio e fosfato de calcio que séo
|78;

aplicaveis para utilizacdo biomédica e dental’™; sdo materiais biocompativeis, ndo toxicos, e

quimicamente estaveis no ambiente bioldgico, e sdo hidrofilicos, que utilizam a umidade dos

41,78,79

tibulos dentinarios para iniciar e completar a reacdo de presa Os cimentos

bioceramicos sao considerados biocompativeis e apresentam atividade antimicrobiana frente a
alguns micro-organismos, tais como E. faecalis®*347#°,

A citotoxicidade em cultura celular do cimento EndoSequence BC foi avaliada em
comparagdo aos cimentos MTAF e AH Plus. Fibroblastos gengivais humanos foram
incubados durante 3 dias com os eluidos dos materiais frescos e também foi avaliada a adesdo
das células na superficie dos cimentos apos presa. Os autores concluiram que EndoSequence
BC, recém manipulado e ap0s presa, apresentou maior biocompatibilidade quando comparado
ao MTAF. AHP foi citotoxico quando fresco, mas permitiu a adeséo e crescimento de células
sobre a superficie do material ap6s presa®. Estudo recente também observou que
EndoSequence BC apresentou maior biocompatibilidade quando comparado ao MTAF™. Por
outro lado, em outro estudo, ambos cimentos tiveram efeito citotoxico em fibroblastos de
ratos’°. EndoSequence BC tem a habilidade de formar hidroxiapatita através do p6 de silicato
de calcio, que numa reacdo de hidratacdo produz gel de silicato de célcio hidratado e
hidroxido de calcio (HC), que por sua vez reage com ions fosfato e precipita hidroxiapatita e

7081 1480 o atividade antibacteriana

agua’~". Endosequence BC apresenta baixa citotoxicidade
sobre E. faecalis®®. S&o poucos os estudos que avaliaram esse cimento com a denominagéo de
TotalFill BC (TF), mostrando maior biocompatibilidade quando comparado ao cimento
AHP* | sendo citotéxico nas primeiras 24 horas em contato com fibroblastos humanos®.
Recentemente, outro cimento a base de silicato de célcio foi desenvolvido, 0 NeoMTA

Plus (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL, USA). Este material se apresenta como poé e gel a
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base de agua e sua formulacdo é semelhante a0 do MTA®®*, Segundo o fabricante, o p6
contém silicato tricalcio, silicato dicélcio, aluminato tricalcio, sulfato de célcio, gesso e 6xido
de tantalo como radiopacificador, e 0 gel contém agentes espessantes e polimeros sollveis em
agua. NeoMTA Plus (NMTAP) ¢é indicado para obturacdo, pulpotomia, apecificacdo, reparo
de perfuracGes e capeamento pulpar. Estes novos materiais a base de silicato de calcio, tais
como Endosequence BC, TF e NMTAP apresentam melhores caracteristicas de manipulagéo,
estabilidade de cor e propriedades fisico-quimicas comparaveis ao MTA. Ainda, estes
cimentos tém mostrado capacidade de liberar ions célcio e fosfato essenciais para a deposicao
de hidroxiapatita®.

NMTAP como material reparador demonstra ser biocompativel, e induz significativa
producdo de nédulos de mineralizacdo quando comparado ao MTA Angelus branco®. Este
material apresenta também elevada capacidade de liberar ions célcio e hidroxila que mantém a
formacao de fostato de célcio®®, importante para a deposicdo de hidroxiapatita®. Além disso,
como cimento obturador, NMTAP monstrou adequadas propriedades fisico-quimicas de
radiopacidade, pH, tempo de presa, porosidade e solubilidade similar ao MTA®.

Algumas propriedades dos cimentos obturadores avaliados ndo foram relatadas
anteriormente, como a atividade antimicrobiana dos cimentos GFB e NMTAP, o potencial
bioativo dos cimentos TF e NMTAP e alteracdo volumétrica do cimento NMATP. Desta
maneira, o presente estudo visa avaliar essas propriedades, bem como as propriedades fisico-
quimicas de tempo de presa, pH, radiopacidade, escoamento e solubilidade; assim como
alteracdo volumétrica, citotoxicidade, bioatividade celular, potencial bioativo e efeito
antimicrobiano de novos cimentos (GFB, TF, NMTAP e MTAF na sua nova formulacéo)
comparados ao cimento AHP. O estudo das propriedades dos cimentos obturadores de canais
radiculares é importante para indicacdo clinica, contribuindo com o sucesso do tratamento

endodontico.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que os cimentos GFB, TF e AHP apresentam citocompatibilidade. TF
apresenta maior bioatividade celular, potencial bioativo e efetividade contra E. faecalis e C.
albicans, enquanto GFB mostrou maior atividade antibiofilme sobre C. albicans. NMTAP e
AHP apresentam adequadas propriedades fisico-quimicas de tempo de presa, solubilidade e
alteracdo volumétrica. Porém, NMTAP mostrou menor escoamento e radiopacidade, segundo
as normas ISO 6876. A nova formulacdo do MTAF demonstra perda volumétrica, alta
solubilidade e também valores inferiores de radiopacidade conforme recomendacbes da
norma ISO 6876. MTAF apresentou maior citotoxicidade e baixa bioatividade celular quando
comparado aos outros cimentos avaliados, porem foi eficaz sobre células planctdnicas de C.
albicans. NMTAP apresentou citocompatibilidade, bioatividade celular, potencial bioativo e
maior atividade antibiofilme, quando comparado aos outros materiais. Cimento a base de
silicone (GFB), e cimentos & base de silicato de céalcio (TF e NMTAP) apresentam

biocompatibilidade, bioatividade, potencial bioativo e atividade antimicrobiana.
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