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Bronzel CLZ. Desenvolvimento e avaliagdo de cimentos endoddnticos a base de
silicatos de célcio [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2018.

RESUMO

Novos cimentos endoddnticos a base de silicatos de célcio sédo propostos na busca
de materiais com potencial bioativo. Publicacdo 1. Desenvolvimento e avaliacdo
fisico-quimica de dois cimentos endodénticos experimentais compostos por silicato
tricélcico, silicato dicalcico, fosfato de calcio monobasico, hidroxido de célcio, 6xido
de zirconio e tungstato de calcio; manipulados com polietilenoglicol - Experimental 1
(EXP1) ou com polietilenoglicol e hidrogel de quitosana - Experimental 2 (EXP2).
TotalFill BC sealer (TF) e AH Plus (AHP) foram usados para comparagdo. Tempo de
presa, escoamento e radiopacidade foram avaliados com base nas normas I1SO
6876. Avaliou-se pH por um pHmetro digital, nos periodos de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e
21 dias. Avaliou-se solubilidade pela perda de massa apds imersdo em agua
destilada por 7 e 30 dias. Os dados obtidos foram submetidos aos testes ANOVA e
Tukey (a=0,05). EXP2 e EXP1 apresentaram maior tempo de presa (P<0,05).
Radiopacidade e escoamento de EXP1 e EXP2 atendem as normas da ISO 6876.
EXP1 apresentou radiopacidade semelhante a TF (P>0,05) e maior que EXP2
(P<0,05). EXP1 apresentou escoamento semelhante a AHP (P>0,05) e maior que
EXP2 (P<0,05). EXP1l e EXP2 apresentaram maior solubilidade apdés 7 dias
(P<0,05). Ap6s 30 dias de imersédo, solubilidade de EXP1 foi semelhante a TF
(P>0,05). EXP1, EXP2 e TF apresentaram pH alcalino em todos os periodos
experimentais. Conclui-se que EXP1 apresenta tempo de presa, radiopacidade,
escoamento, solubilidade e pH adequados, e potencial para utilizacdo como cimento
endoddntico. Publicacdo 2: Avaliacdo das propriedades biologicas e
antimicrobianas do cimento Experimental (EXP1l), que apresentou melhores
resultados em avaliacdo de propriedades fisico-quimicas, agora denominado EXP.
AHP e TF foram usados para comparacéo. Citocompatibilidade foi avaliada pelos
ensaios de metil tetrazélio (MTT) e vermelho neutro (NR), ap6s exposi¢cao de Saos-2
aos extratos dos cimentos por 24 h. Bioatividade celular foi analisada pela atividade
de fosfatase alcalina (ALP). Ensaio coloracdo vermelho de alizarina (ARS) foi
realizado para avaliacdo do potencial de mineralizagdo. Atividade antimicrobiana foi
avaliada por testes de contato direto sobre células plancténicas (TCDCP) e de
contato direto modificado (TCDM). Dados obtidos em MTT, NR e ALP foram
analisados por Two Way ANOVA e Bonferroni, os obtidos por ARS pelos testes
ANOVA e Tukey, e os microbiolégicos pelos testes Kruskall-Wallis € Dunn (a=0,05).
EXP, TF e AHP nado apresentaram citotoxicidade para Saos-2 nos ensaios MTT e
NR, e foram similares ao controle negativo (P>0,05). Maior ALP foi observada apos
sete dias de exposicdo de Saos-2 ao extrato de AHP e EXP. Maior formacéo de
nodulos de mineralizagéo ocorreu para TF e EXP (P<0,05). EXP e TF, no TCDCP,
reduziram mais UFC de Enterecoccus faecalis em comparacdo a AHP e controle
(P<0,05), e eliminaram Candida albicans. No TCDM, EXP e TF apresentaram maior
reducdo de UFC de E. faecalis em comparagcédo a AHP e controle (P<0,05). Conclui-
se que EXP apresenta biocompatibilidade, bioatividade celular, induz a formacéo de
nodulos de mineralizacéo e apresenta atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C.
albicans. EXP apresenta potencial para uso clinico em endodontia.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Endodontia. Enterococcus faecalis.



Bronzel CLZ. Development and evaluation of calcium silicate-based endodontic
sealers [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2018.

ABSTRACT

New calcium silicate-based endodontic cements are proposed in the search for
materials with bioactive potential. Publication 1: Development and physical-chemical
evaluation of two experimental endodontic cements composed of tricalcium silicate,
dicalcium silicate, monobasic calcium phosphate, calcium hydroxide, zirconium oxide
and calcium tungstate; handled with polyethylene glycol - Experimental 1 (EXP1) or
with polyethylene glycol and chitosan hydrogel - Experimental 2 (EXP2). TotalFill BC
sealer (TF) and AH Plus (AHP) were used for comparison. Setting time, flow and
radiopacity were evaluated based on ISO 6876. pH was evaluated with a digital pH
meter, in the periods 3 and 12 hours, 1, 7, 14 and 21 days. Solubility was evaluated
by mass loss after immersion in distilled water for 7 and 30 days. Data were
submitted to ANOVA and Tukey tests (a=0.05). EXP2 and EXP1 presented higher
setting time (P<0.05). Radiopacity and flow of EXP 1 and EXP2 meet ISO 6876
standards. EXP1 presented radiopacity similar to TF (P>0.05) and higher than EXP2
(P<0.05). EXP1 presented similar flow to AHP (P>0.05) and higher than EXP2
(P<0.05). EXP1 and EXP2 presented higher solubility after 7 days (P<0.05). After 30
days of immersion, solubility of EXP1 was similar to TF (P>0.05). EXP1, EXP2 and
TF presented alkaline pH in all experimental periods. It is concluded that EXP1
presents proper setting time, radiopacity, flow, solubility and pH, and it has potential
for use as endodontic cement. Publication 2: Evaluation of the biological and
antimicrobial properties of Experimental cement (EXP1) that presented better results
in the evaluation of physicochemical properties, and now denominated EXP. AHP
and TF were used for comparison. Cytocompatibility was evaluated by the methyl
tetrazolium (MTT) and neutral red (NR) assays, after exposure of SAOS-2 to the
extracts of the cements for 24 h. Cell bioactivity was analyzed by alkaline
phosphatase activity (ALP). Red alizarin staining test (ARS) was performed to
evaluate the mineralization potential. Antimicrobial activity was evaluated by modified
direct contact tests (TCDM) and direct contact with planktonic cells (TCDCP). Data
obtained in MTT, NR and ALP were analyzed by Two Way ANOVA and Bonferroni,
and those obtained by ARS by the ANOVA and Tukey tests, and the microbiological
ones by the Kruskall-Wallis and Dunn tests (0=0.05). EXP, TF and AHP showed no
cytotoxicity for Saos-2 in the MTT and NR assays, and were similar to the negative
control (P>0.05). Higher ALP was observed after seven days of exposure of Saos-2
to the extract of AHP and EXP. Greater formation of mineralization nodules occurred
for TF and EXP (P<0.05). EXP and TF, in the TCDCP, reduced more CFU of
Enterococcus faecalis compared to AHP and control (P<0.05), and eliminated
Candida albicans. In the TCDM, EXP and TF showed greater reduction of CFU of E.
faecalis compared to AHP and control (P<0.05). It is concluded that EXP presents
biocompatibility, cellular bioactivity, induces the formation of mineralization nodules
and presents antimicrobial activity on E. faecalis and C. albicans. EXP has potential
for clinical use in endodontics.

Keywords: Biocompatible materials. Endodontics. Enterococcus faecalis.
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1 INTRODUCAO

Os cimentos a base de silicatos de calcio foram introduzidos na odontologia
como materiais reparadores (MTA)?!, sendo atualmente empregados também como
materiais obturadores de canais radiculares®> 3. As principais vantagens dos
materiais de silicato de calcio em endodontia decorrem de suas propriedades fisico-
quimicas e biolégicas?.

O MTA apresenta na sua composi¢cdo 80% de cimento Portland e 20% de
6xido de bismuto como agente radiopacificador®. Cimento Portland é composto por
silicato tricalcico, silicato dicélcico e aluminato tricalcico®. O silicato tricalcico puro,
principal componente do Cimento Portland, é utilizado no desenvolvimento de
biomateriais reparadores e cimentos endodbnticos?, com a vantagem de ndo
apresentar metais pesados que podem estar presentes no cimento Portland®. O
silicato tricalcico, demonstra bioatividade’ e capacidade de promover formacédo de
hidroxiapatita® °. O silicato dicélcico, também presente no MTA, apresenta
biocompatibilidade, bioatividade, e também € usado na composicdo de cimentos
endodonticos?O.

As excelentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos silicatos de calcio
levam ao desenvolvimento de cimentos endoddnticos para obturacdo de canais
radiculares!. Como exemplos destes materiais, 0 Neo MTA Plus (Avalon Biomed
Inc, New York, USA), o iRoot SP (Inovate BioCeramix, Inc., Vancouver, Canada), o
Sealer Plus BC — Cimento Bioceramico (MK Life, Porto Alegre, RS, Brasil), além dos
cimentos EndoSequence BC Sealer (Brasseler USA, Savannah, GA) e o TotalFill BC
Sealer (FKG, La Chaux-de-Fonds, Switzerland; Brasseler, Savannah, Georgia,
USA). Deste modo, estes materiais servem de base para o desenvolvimento de
novos materiais de silicato de calcio.

Os cimentos a base de silicatos de calcio podem apresentar dificuldade de
manipulagdo e escoamento'?. Assim, diferentes veiculos séo utilizados no
desenvolvimento de cimentos endododnticos a base de silicato de calcio. De acordo
com o fabricante, o veiculo do Neo MTA Plus é um gel que contém agente
espessante e polimeros soluveis em agua. O Sealer Plus BC apresenta como
veiculo o propilenoglicol. O polietilenoglicol € amplamente utilizado como veiculo em

pastas de hidroxido de calcio, utilizadas como medicagdo intracanal'®. Até o
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momento, ndo existem estudos utilizando polietilenoglicol como veiculo de cimentos
endodonticos a base de silicato de célcio.

A quitosana tem merecido atencdo, por apresentar acao antibacteriana,
citocompatibilidade, e a capacidade de se ligar a fatores de crescimento
microbiano'4. A incorporagdo de quitosana em cimentos endodénticos pode
promover a inibicdo da penetracdo e a colonizacdo bacteriana na interface cimento-
dentina apdés o tratamento endodoéntico'®. Esta propriedade da quitosana pode
dificultar a persisténcia de microrganismos no sistema de canais radiculares, em
areas inacessiveis como no interior dos tubulos dentinarios, favorecendo o sucesso
do tratamento endoddntico?®.

Enterococcus faecalis estdo frequentemente associadas aos casos de fracasso
do tratamento endodoéntico e lesdes periapicais persistentes!’s 18 Estes
microrganismos sdo resistentes!®, apresentam a capacidade de invadir os tlbulos
dentinérios, mantendo-se viaveis no interior dos mesmos, além de aderir ao
colageno?® e se organizarem em biofilme aderido a dentina?!. Deste modo, este é o
microrganismo mais comumente utilizado em estudos in vitro para avaliar a eficacia
antimicrobiana de cimentos endoddnticos??.

Candida albicans sdo fungos encontrados em infeccbes endodénticas, que
apresentam capacidade de penetracdo na dentina e tlbulos dentinarios?3. Estes
microrganismos apresentam resisténcia a antibiéticos e solucbes irrigadoras
utilizadas durante o tratamento endodontico, estando também relacionados aos
casos de insucesso do tratamento endoddntico?*.

Os microrganismos acima citados podem permanecer em areas inacessiveis
do sistema de canais radiculares, mesmo apés a irrigacdo, instrumentacdo e
utilizacdo de medicacao intracanal. Portanto, o uso de um cimento endoddntico com
atividade antimicrobiana pode auxiliar no combate a infecdo endoddntica
residual®® 26, associada aos casos de fracasso na terapia endodontica?®.

Alguns materiais a base de silicatos de calcio como o MTA e o MTA Plus?’
apresentam em sua composi¢ao oxido de bismuto como agente radiopacificador. No
entanto, ha evidéncias de que este agente radiopacificador inibe a proliferacdo
celular®®, diminui a estabilidade mecanica?® e aumenta a porosidade do cimento®,
além de causar manchamento dental®’. O 6xido de bismuto é substituido por 6xido
de tantalo no Neo MTA Plus, promovendo radiopacidade satisfatoria, nao

interferindo no processo de hidratacéo, além de nédo causar descoloracdo dental?’. O



15

tungstato de célcio proporciona radiopacidade adequada®'. O éxido de zirconio e o
tungstato de calcio sdo os agentes radiopacificadores do AH Plus, que apresenta
radiopacidade satisfatéria®> 3% 33, Alguns cimentos endoddnticos a base de silicatos
de célcio, como o Endosequence BC sealer? e o TotalFill BC sealer, apresentam o
agente radiopacificador 6xido de zirconio, e adequada radiopacidade®?.

O BC Sealer, que € um material hidrofilico, demonstrou capacidade seladora
maior que dos sistemas de obturagdo guta-percha e cimentos hidrofébicos®*, e pode
promover maior resisténcia a fratura®>3’. O BC Sealer apresenta maior
citocompatibilidade e bioatividade celular em relagédo aos cimentos AH Plus e MTA
Fillapex3®. Suas propriedades fisico-quimicas atendem as especificagcbes 1SO
6876/20013°, é biocompativel'® 4% promove formacédo de fase fosfato de célcio
guando em contato com solucéo fisiolégica*!, proporciona pH alcalino e liberagdo
fons calcio?, além de apresentar acdo antimicrobiana sobre E. faecalis que continua
mesmo apos a presa do material®.

As propriedades fisico-quimicas dos cimentos obturadores podem ser
caracterizadas por meio de testes como tempo de presa, escoamento e
solubilidade®?. Outra propriedade importante é a radiopacidade, que permite a
observacdo do cimento endoddntico em relacdo as estruturas anatdmicas*® 44, A
citotoxicidade de novos cimentos endodonticos deve ser avaliada®®, uma vez que
seu efeito toxico sobre os tecidos periapicais pode interferir no sucesso do
tratamento endoddntico*® 46, A atividade antimicrobiana de um cimento endodoéntico
€ uma propriedade importante podendo favorecer a eliminacdo de microrganismos
residuais apés obturacéo dos canais radiculares?®.

Os materiais a base de silicatos de calcio, devido as suas propriedades fisico-
guimicas e bioldgicas, apresentam papel importante como material reparador e
obturador dos canais radiculares, substituindo muitos materiais utilizados em
diversas aplicacdes clinicas'?. Estes materiais apresentam ainda acdo alcalinizante*’
e continua difusdo de hidroxido de calcio, que contribuem para sua acéo
antimicrobiana por longos periodos?®.

Diante do exposto, este estudo visa o desenvolvimento e avaliacdo das
propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e antimicrobianas de cimentos endoddnticos
experimentais compostos por silicato tricalcico, silicato dicélcico, hidréxido de calcio,
fosfato de calcio monobasico, 6xido de zircbnio e tugstato de célcio. Serdo avaliados

como agentes espessantes, o polietilenoglicol, e associacdo de hidrogel de
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quitosana e polietilenoglicol, com o intuito de obter um cimento endodontico com

aplicabilidade clinica.
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2 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de cimentos experimentais

a base de silicatos de célcio, assim como a avaliacdo de suas propriedades fisico-

quimicas. Ainda, foram avaliadas as propriedades biologicas e antimicrobianas do

cimento experimental com melhores resultados nos testes fisico-quimicos.

Publicacéo 1

Desenvolvimento e avaliacdo de dois cimentos experimentais a base se

silicatos de célcio, e avaliacdo de suas propriedades fisico-quimicas por meio de:

1.

a bk~ 0N

Tempo de presa
Radiopacidade
Solubilidade
Escoamento

pH

Publicacéo 2

Avaliacdo das propriedades biolégicas e antimicrobianas do cimento

experimental que apresentou melhores resultados na publicacdo 1, por meio de:

1.

o gk w DN

Ensaio MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de difenil-tetrazélio)
Ensaio Vermelho Neutro

Atividade de fosfatase alcalina

Coloracao vermelho de alizarina

Teste de contato direto modificado: atividade antibiofilme

Teste de contato direto sobre células planctonicas
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3 PUBLICACOES
3.1 Publicagéo 1*

Desenvolvimento e avaliacéo fisico-quimica de cimento endoddntico

experimental a base de silicatos de célcio

Resumo

Objetivo: Avaliar propriedades fisico-quimicas de cimentos experimentais
compostos por silicato tricélcico, silicato dicalcico, fosfato de calcio monobdasico,
hidréxido de célcio, 6xido de zirconio e tungstato de célcio, manipulados com
polietilenoglicol (Experimental 1 - EXP1) ou polietilenoglicol e hidrogel de quitosana
(Experimental 2 - EXP2). AH Plus (AHP) e TotalFill BC sealer (TF) foram utilizados
para comparacao.

Metodologia: Tempo de presa, escoamento e radiopacidade foram avaliados com
base nas normas da ISO 6876. O pH foi avaliado por meio de pHmetro digital, nos
periodos de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias. Solubilidade foi avaliada pela perda de
massa ap0s imersdo em agua por 7 e 30 dias. Os dados foram submetidos aos
testes ANOVA e Tukey, com significancia de 5%.

Resultados: EXP2 e EXP1l apresentaram 0S maiores tempos de presa e
radiopacidade, e escoamento de acordo com ISO 6876. EXP1 apresentou
radiopacidade maior que de EXP2 (P < 0.05), e semelhante a de TF (P > 0.05).
EXP2 apresentou solubilidade maior que EXP1, e ambos apresentaram solubilidade
maior que AHP e TF (P < 0.05), ap6s 7 de imersdo. Apos 30 dias de imerséo,
solubilidade de EXP1 foi semelhante ao TF (P > 0.05). Escoamento (mm e mm?) de
EXP1 foi semelhante ao de AHP (P > 0.05), e maior que de EXP2 (P < 0.05). Em
todos os periodos experimentais EXP1, EXP2 e TF apresentaram pH alcalino.
Conclusdes: EXP1 apresenta tempo de presa, radiopacidade, escoamento,
solubilidade e pH adequados, com potencial para aplicacao clinica.

Palavras-chave: biomateriais, endodontia, silicato tricalcico.

*Artigo nas normas do periddico International Endodontic Journal, ao qual serd submetido.
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Introducéo

Introduzidos na odontologia como materiais reparadores (Parirokh et al. 2018),
0s cimentos a base de silicatos de calcio sdo também utilizados para obturacdo dos
canais radiculares (Candeiro et al. 2012, Zhou et al. 2015). Como exemplos, Neo
MTA Plus (Avalon Biomed Inc.), Endosequence BC Sealer (Brasseler USA,
Savannah, GA) e TotalFill BC Sealer (FKG, La Chaux-de-Fonds, Switzerland;
Brasseler, Savannah, Georgia, USA) sao cimentos a base de silicatos de célcio para
obturacdo dos canais radiculares.

Neo MTA Plus é composto por silicato tricélcico, silicato dicalcico, sulfato de
célcio, silica e 6xido de tantalo. E um cimento biocompativel, que induz atividade de
fosfatase alcalina e formacédo de ndédulos de mineralizacdo (Tanomaru-Filho et al.
2017 a), e ndo causa descoloracdo dental (Camilleri 2015).

Endosequence BC Sealer e TotalFil BC Sealer sdo cimentos bioceramicos,
pré-misturados, prontos para uso e apresentam composicdo semelhante. O BC
Sealer € composto por Oxido de zirconio, silicatos de calcio, fosfato de célcio
monobasico, hidroxido de célcio e agentes espessantes (Hess et al. 2011).
Apresenta citocompatibilidade (Rodriguez-Lozano et al. 2017), pH alcalino, liberacéo
de ions calcio, e propriedades fisico-quimicas que atendem as recomendacdes da
ISO 6876, como radiopacidade, escoamento (Candeiro et al. 2012) e solubilidade
(Zhou etal. 2013). A partir da composicdo destes cimentos comerciais, novos
materiais obturadores podem ser desenvolvidos com silicatos de calcio,
radiopacificadores e veiculos.

O AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany) € um cimento a base
de resina epoxi, considerado padréo-ouro em relacdo as suas propriedades fisico-
quimicas (Almeida et al. 2017). Apresenta escoamento, radiopacidade, tempo de
presa adequados, além de estabilidade dimensional e baixa solubilidade (Garrido et
al. 2010).

O oxido de zircbnio proporciona adequada radiopacidade aos cimentos
endodonticos a base de silicatos de calcio Endosequence BC Sealer (Candeiro et al.
2012) e TotalFill BC Sealer (Tanomaru-Filho et al. 2017 b). O tungstato de calcio,
quando associado ao cimento a base de silicato de célcio, proporciona
radiopacidade satisfatoria (Bosso-Martelo et al. 2016). O AH Plus apresenta

radiopacidade adequada por meio da associagdo de 6xido de zircdnio e tungstato de
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calcio em sua composicdo (Candeiro et al. 2012, Tanomaru-Filho et al. 2017 b,
Viapiana et al. 2014).

Veiculos sdo propostos para a manipulacao de cimentos a base de silicatos de
calcio visando adequada consisténcia e aplicabilidade clinica (Prati e Gandolfi 2015).
O polietilenoglicol, é utilizado como veiculo em pastas de hidréxido de calcio como
medicacdo intracanal (Athanassiadis e Walsh, 2017). Até o presente momento ndo
ha estudo com utilizacdo do polietilenoglicol como veiculo de cimentos endoddnticos
a base de silicato de calcio. A associacdo de quitosana ao silicato de calcio pode
promover aumento da atividade antimicrobiana e rapida formacao de hidroxiapatita
(Panahi et al. 2017), podendo contribuir para inibicdo da penetracdo e colonizacao
bacteriana na interface cimento-dentina apos o tratamento endoddntico (Del Carpio-
Perochema et al. 2015), além de biomineralizacdo dentinaria (Budiraharjo et al.
2010).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo o desenvolvimento e
avaliacdo das propriedades fisico-quimicas de dois cimentos endoddnticos
experimentais a base de silicato tricalcico, silicato dicélcico, hidréxido de calcio,
fosfato de calcio monobasico, 6xido de zirconio e tugstato de célcio. Polietilenoglicol,
e a associacdo de hidrogel de quitosana e polietilenoglicol foram avaliados como
veiculos. Os cimentos experimentais foram comparados aos cimentos endoddnticos
AH Plus, e TotalFill BC Sealer. A hipétese nula é de que ndo héa diferenca entre as
propriedades fisico-quimicas dos cimentos experimentais (EXP1 e EXP2), TotalFill
BC Sealer e AH Plus.

Materiais e métodos

Foram desenvolvidos dois cimentos experimentais, cujas propriedades fisico-
guimicas foram comparadas aos cimentos AH Plus e TotalFil BC Sealer
(Apéndice A). Os materiais avaliados, assim como as proporgfes utilizadas estéo

especificadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Materiais e propor¢des utilizadas
Materiais Fabricante/composicao Proporcgéo
pé-liquido

EXP1?! P6: silicato tricalcico?, silicato dicélcico?, fosfato de célcio 1 g/400 pL
monobasico®, hidroxido de calcio®, 6xido de zirconio® e
tungstato de calcio®. Liquido: polietilenoglicol 400°.

EXP2?! P6: silicato tricalcico?, silicato dicélcico?, fosfato de célcio 1 g/600 pL
monobasico®, hidroxido de calcio*, 6xido de zirconio® e
tungstato de calcio®. Liquido: polietilenoglicol 400° e hidrogel
de quitosana®.

TF TotalFill BC Sealer (Brasseler, Savannah, GA, USA. Lote:
15002SP. Val. 06.2017). Pré-manipulado e pronto para uso,
em seringa, contendo 6xido de zircénio, silicatos de calcio,
fosfato de célcio monobasico, hidréxido de calcio, agentes
espessantes.

AHP AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany. Lote: lg/lg
199415l. Val: 02.2018). Resina epoxi de bisfenol-A/F;
tungstato de calcio; 6xido de zirconio; silica, éxido de ferro,
amina adamantada; n, dibenzil-diamina; tcd — diamina; e
6leo de silicone.

Cimento Experimental 1 (EXP1); Cimento Experimental 2 (EXP2); TotalFill BC Sealer (TF); AH Plus
(AHP). 1 FOAr-Unesp, Araraquara, SP, Brasil; 2 Mineral Research Processing, Meyzieu, France;
8 Synth, Diadema, SP, Brasil; 4 Merck, Darmstadt, Germany; 5 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
6 Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAR), UNESP, Araraquara, SP, Brasil.

Tempo de presa

O tempo de presa foi avaliado de acordo com a norma ISO 6876 (2012). Para
0s cimentos a base de silicatos de célcio, que necessitam de umidade para tomarem
presa, foram confeccionados moldes de gesso tipo IV (Dentsply, Petrépolis, Rio de
Janeiro, Brasil) com 10 mm de didmetro interno e 1 mm de altura (n=6). Para o AH
Plus foram utilizados anéis metalicos com 10 mm de diametro interno e 1 mm de
altura (n=6). Agulha de Gilmore com massa de 100 + 0,5¢g e diametro de 2 = 0,1mm,
foi utilizada sobre a superficie de cada um dos cimentos. Os materiais foram
mantidos em estufa (37 °C, 95% de umidade) durante todo o periodo. O tempo de
presa foi determinado como o periodo, em minutos, entre a manipulacdo e o

momento em que a agulha ja ndo produzisse marcas na superficie dos cimentos.

Radiopacidade
A avaliacdo da radiopacidade dos cimentos foi realizada com base nas
especificacdes 1ISO 6876. Foram confeccionados corpos de prova dos materiais com

diametro interno de 10 mm e altura de 1 mm (n=5). Apos a presa (37 °C, 95% de
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umidade, 48 horas), um disco de cada material e uma escala de aluminio foram
colocados sobre um filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY) para
realizacdo de tomada radiografica, a qual foi realizada com o aparelho de raios-X
Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland), operado a 60 kV, 7 mA, 18
pulsos/s e 30 cm de distancia focal. Os filmes foram processados, digitalizados e
avaliados usando o programa ImageJ, onde foram selecionadas &reas de cada um
dos degraus da escala milimetrada de Aluminio, para determinar a equivaléncia da
radiopacidade dos cimentos em milimetros de aluminio. A conversdo dos valores

obtidos foi realizada conforme descrito por Hingaro-Duarte et al. (2009).

Solubilidade

A solubilidade foi avaliada segundo Carvalho-Junior et al. (2007). Foram
confeccionados corpos de prova medindo 7,75 mm de diametro e 1,5 mm de altura
(n=5). Moldes de silicone, posicionados sobre uma placa de vidro, foram
preenchidos com cada um dos cimentos avaliados, e um fio de nylon impermeéavel
foi colocado no interior dos mesmos. Uma placa de vidro, coberta com uma pelicula
de celofane, foi colocada sobre o molde e pressionada manualmente. Para TF,
EXP1 e EXP2 foram acomodadas gazes umedecidas entre os moldes e as placas
(Tanomaru-Filho et al. 2017 b). O conjunto foi armazenado em estufa com
temperatura de 37 °C e 95% de umidade por um periodo correspondente a trés
vezes o tempo de presa. Apds a presa dos materiais, 0s espécimes foram removidos
dos respectivos moldes, colocados em dessecador a vacuo até a estabilizagdo inicial
da massa (aproximadamente 7 dias). As mensuragdes da massa foram realizadas
em balanca de precisdo (Analitica Adventurer, Modelo AR2140, Ohaus - IndUstria de
balancas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). ApOs estabilizag&o inicial da
massa, 0s especimes foram suspensos pela fixacdo dos fios de nylon em recipientes
plasticos com tampa, contendo 7,5 mL de agua destilada. Os recipientes
permaneceram em estufa a 37 °C pelos periodos experimentais, quando O0s
espécimes foram removidos dos mesmos, lavados com agua destilada, secos com
papel absorvente e colocados novamente em desumidificador até obter estabilidade
da massa final (aproximadamente 7 dias). O teste foi realizado mantendo 0s corpos-
de-prova em agua destilada pelos periodos de 7 e 30 dias. As pesagens foram
realizadas trés vezes para cada espécime. A solubilidade (S) dos cimentos avaliados

correspondeu a perda de massa de cada espécime [massa inicial (MI) menos massa
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final (MF)], expressa em porcentagem (Marciano et al. 2016), que foi calculada
através da seguinte formula: S = (Ml — MF) / MI x 100 (Lim et al.2015).

Escoamento

A avaliagédo do escoamento foi realizada com base na norma ISO 6876. Apés
a manipulacédo de cada material, 0,05mL de cimento foi colocado em placa de vidro
(n=10). Na sequéncia, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento
com um dispositivo de 100 gramas, totalizando 120 g. Duas técnicas foram utilizadas
para realizar a mensuracdo. Na primeira, com auxilio de um paquimetro digital, foi
medido o diametro médio de cada espécime. Para o segundo método, os corpos-de-
prova foram fotografados ao lado de uma régua milimetrada, as imagens obtidas
foram digitalizadas e a area do cimento foi medida em mm? no programa UTHSCSA
Image Tool para Windows Versdo 3.00, como descrito por Tanomaru-Filho et al.
(2007).

pH

A analise de pH foi realizada utilizando tubos de polietileno, com 10 mm de
comprimento e 1 mm de didmetro, preenchidos com cada material (n=10). Em
seguida cada tubo foi imerso em 10 ml de &gua destilada e mantido em estufa
durante os periodos experimentais, sendo que a cada periodo, os tubos foram
retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco com 10 ml de agua
destilada. Os periodos experimentais foram de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias. O pH
das solucbes foi medido imediatamente ap6s o término de cada periodo
experimental com um pHmetro (Digimed, Sao Paulo, SP, Brasil) previamente

calibrado.

Avaliacao estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a um teste de normalidade, e
posteriormente submetidos ao teste estatistico paramétrico ANOVA e ao teste de

comparacdes multiplas de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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Resultados

Tempo de presa

EXP2 e EXP1 apresentaram o0s maiores tempos de presa, respectivamente
(P < 0.05), sendo que o tempo de presa de EXP2 foi maior que de EXP1 (P < 0.05),
e 0 menor tempo de presa foi apresentado por AHP (P < 0.05). Todos os materiais

avaliados apresentaram diferenca estatistica entre si (P < 0.05) (Tabela 2).

Radiopacidade

EXP1 e EXP2 apresentaram valores para radiopacidade acima do minimo
recomendado pela ISO 6876. EXP1 apresentou radiopacidade maior que EXP2
(P < 0.05), e similar a apresentada por TF (P > 0.05) (Tabela 2).

Solubilidade

Apos 7 dias de imersdo em agua destilada, EXP1 e EXP2 apresentaram maior
solubilidade que AHP e TF (P < 0.05). EXP2 apresentou solubilidade
estatisticamente maior que EXP1 (P < 0.05). No entanto, apds 30 dias de imersdo
em agua destilada, a solubilidade de EXP1 foi semelhante a apresentada por TF
(P > 0.05) (Tabela 2).

Escoamento

Exp.1 apresentou escoamento (mm e mm?) estatisticamente semelhante ao
AHP (P > 0.05), e maior que o apresentado por EXP2 (P < 0,05) (Tabela 2).
Escoamento de EXP1 e EXP2 atendem as especificagdes da ISO 6876/2012.

Tabela 2 — Tempo de presa, radiopacidade, solubilidade (7 e 30 dias) e escoamento —
mm e mm? (média e desvio padrédo) observados nos diferentes cimentos endodonticos.

AHP TF EXP1 EXP2
Tempo de presa 554, 0 0) 581,5 (+ 27,18)° 785 (+ 23,45)c 870 (« 0,0)¢
(minutos)
Radiopacidade 9,11 (+ 0,44)3 5,88 (+ 0,67)b 5,49 (+ 0,39)° 4,51 (+ 0,50)c
(mmAl)
Solubilidade 7 d 0,037 (+ 0,48)2 7,48 (£ 0,77)° 14,05 (+ 1,77)° 23,84 (+ 1,51)
Solubilidade 30 d 0,313 (+0.327)a 10,84 (3,208)° 12,70 (£2,998)° 24,44 (+1,798)°

Escoamento (mm2)  407,2 (+114,2)2 5354 (+52,75)>  382,8 (£42,43)2  250,5 (+ 46,61)°

Escoamento (mm) 21,41 (£1,139)2 24,63 (x0,57)° 20,96 (+0,639)2 17,46 (x1,391)°

AH Plus (AHP), TotalFill BC Sealer (TF), Experimental 1 (EXP1), Experimental 2 (EXP2).
mm Al = milimetros de aluminio; Solubilidade: valores referentes a porcentagem de perda de massa.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa.
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pH

Os cimentos EXP1 e EXP2, assim como TF, apresentaram pH alcalino e
significativamente mais elevado que o pH apresentado por AHP em todos os
periodos experimentais (P < 0.05). No periodo de 3 horas o pH dos grupos TF e
EXP2 foram semelhantes (P > 0.05). EXP1 e EXP2 apresentaram valores
semelhantes de pH (P > 0.05) em todos os periodos, exceto em 21 dias. Sendo que
no periodo de 14 dias ambos foram, também, semelhantes a TF (P > 0.05). EXP1
apresentou valores semelhantes aos apresentados por TF nos periodos de 7, 14 e
21 dias (P > 0.05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de pH (média e desvio padrédo) observados nos diferentes periodos
experimentais (7 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias)

Periodos AHP TF EXP1 EXP2 Controle

3h 7,044 (0,34 10,7 (% 0,25)° 10,13 (£ 0,41) 10,42 (+0,14)¢ 6,15 (£ 0,29)
12h 7,419 (+0,38)> 11,39 (+0,33)° 9,784 (+ 0,41)¢ 9,88 (+0,25) 6,36 (+ 0,22)2
1d 6,584 (+ 0,16)2 10,37 (£ 0,20)° 9,489 (+0,43)c 9,492 (+0,41)¢ 6,50 (+0,17)
7d 5,727 (£ 0,29)> 10,29 (+ 0,21) 10,36 (+ 0,77)c¢ 10,93 (+ 0,54)¢ 6,392 (+ 0,42)2
14d 6,441 (+043)2 10,57 (+0,13)° 10,58 (+ 0,47)b 10,84 (+ 0,43)° 6,107 (+ 0,29)
21d 6,050 (+0,20)2 9,50 (+ 0,93)° 10,05 (+ 0,91)P 10,89 (+ 0,30)° 6,084 (+ 0,34)a

AH Plus (AHP), TotalFill BC Sealer (TF), Experimental 1 (EXP1), Experimental 2 (EXP2), Controle =
agua destilada. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa.

Discusséo

O polietilenoglicol 400, utilizado como veiculo dos cimentos experimentais,
proporcionou consisténcia adequada, facilidade de manipulagdo, bom escoamento e
pH alcalino. Polietilenoglicol é bastante usado como veiculo de medicacao intracanal
a base de hidréxido de calcio (Athanassiadis & Walsh, 2017). As propriedades fisico-
guimicas de materiais de silicato podem ser potencialmente melhoradas por
polimeros como o polietilenoglicol (Zhou et al. 2017). Quando associado as pastas
de hidroxido de calcio, o polietilenoglicol permite a difusdo de ions Ca?* e OH" para a
dentina radicular (Camdes et al. 2004). Polietilenoglicol quando adicionado a um
biomaterial a base de fosfato de calcio (ICPC 1%), proporcionou estabilidade ao
material, aumento da viscosidade, e permitiu proliferacdo celular (Chen et al. 2011).
O propilenoglicol, que é similar ao polietilenoglicol, quando utilizado para a
manipulacdo do MTA, juntamente com agua destilada, pode contribuir para o

aumento do tempo de presa, melhora da fluidez, aumento do pH e da liberagéo de
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ions calcio (Duarte et al. 2012), além de aumento da sua capacidade seladora (Brito-
Janior et al. 2010).

A quitosana, presente no cimento EXP2, pode contribuir para maior atividade
antimicrobiana (Del Carpio-Perochema et al. 2015). Panahi et al. (2017) observaram
que a adicdo de quitosana ao MTA aumenta sua acdo antimicrobiana, além de
proporcionar rapida formacao de hidroxiapatita e maior biocompatibilidade.

O escoamento é uma propriedade fisica importante para um cimento
endodontico, visando o selamento de areas de dificil acesso, como areas de istmos
e canais acessorios (Candeiro et al. 2012). EXP1 e EXP2 atendem ao padrdo de
escoamento estabelecido pela ISO 6876 (2012), no qual o valor minimo necessario
para escoamento é de 17 mm. EXP1 apresentou valores de escoamento (mm e
mm?) estatisticamente semelhantes aos apresentados por AHP, e maiores que o0s
apresentados por EXP2. Os valores obtidos do escoamento de TF e AHP sé&o
concordantes com os observados por Tanomaru-Filho et al. (2017 b).

Os cimentos EXP1 e EXP2 apresentaram pH alcalino e maiores que AHP em
todos os periodos experimentais. Ambos apresentaram valores semelhantes de pH
em todos os periodos, exceto aos 21 dias. EXP1 e EXP2 apresentaram pH
semelhante a TF no periodo de 14 dias. TF demonstrou elevados valores de pH,
assim como observado em estudos anteriores (Zhou et al. 2013, Tanomaru-Filho et
al. 2017 b). Os cimentos a base de silicato de calcio apresentam acao alcalinizante,
com aumento de pH durante seu processo de hidratacdo (Prati & Gandolfi 2015). A
reacdo de hidratacdo produz silicato de calcio e hidroxido de calcio, elevando o pH.
A &gua participa do ciclo de reag¢des, produzindo mais silicato de célcio hidrogel e
hidréxido de célcio, mantendo o pH alcalino (Zhang et al. 2009, Wang et al. 2014).
O pH alcalino, assim como a liberacdo de ions célcio, estdo relacionados a
bioatividade e a inducdo de mineralizacdo (Hungaro-Duarte et al. 2003, Gandolfi et
al. 2010).

Os cimentos experimentais, assim como TF, apresentaram maior tempo de
presa. Longo tempo de presa para o cimento BC Sealer, mesmo em presenca de
umidade é observado (Loushine et al. 2011, Xuereb et al. 2015). A presenca de
quitosana pode ter colaborado para o aumento no tempo de presa de EXP2, que foi
maior que de EXP1l. A adicdo de quitosana ao MTA resulta em maior tempo de

presa (Panahi et al. 2017). Ndo ha um tempo de presa estipulado para os cimentos
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endodonticos, mas ele deve ser suficiente para a correta obturacdo dos canais
radiculares (Resende et al. 2009).

A andlise da solubilidade dos materiais estudados demonstra que 0s cimentos
a base de silicatos de célcio apresentaram os maiores valores de solubilidade. A
presenca no EXP2 de maior quantidade de veiculo pode ter influenciado na
solubilidade do mesmo. Outro fator a ser considerado é a presenca da quitosana no
EXP2, visto que sua adicdo pode afetar as propriedades fisicas e mecéanicas do
cimento (Panahi et al. 2017). Os resultados obtidos no presente estudo sao
concordantes com os obtidos por Gandolfi et al. (2015) em avaliacdo de cimentos
experimentais contendo silicatos de célcio e fosfato de célcio, com elevados valores
de solubilidade para ambos ap6s 24 horas de imersdo em agua destilada. Os
autores observaram solubilidade de 19.5% para CaSi-aTCP, 28.46% para CaSi-
DCPD e de 24.40% para CaSi. Do mesmo modo, Borges et al. (2012), obtiveram
elevado valor de solubilidade do cimento iRoot SP, que apresenta composi¢ao
semelhante a TF, EXP1 e EXP2. Os valores de solubilidade do BC Sealer (TF), sédo
concordantes com 0s observados por Tanomaru-Filho et al (2017 b), porém diferem
dos obtidos por Zhou et al. (2013), que empregou metodologia diferente. Apds 30
dias de imersdo em 4gua destilada, a solubilidade de EXP1 foi menor do que em 7
dias de imersao, e semelhante a solubilidade de TF. Estes resultados sugerem ter
ocorrido estabilizacdo da massa e consequentemente menor solubilizacdo ap6s 30
dias de imersdo em agua destilada.

Os cimentos a base de silicato de calcio sdo materiais hidrofilicos, podendo
absorver dgua em excesso, e por isso apresentar maior diferenca de massa apos
evaporacao da agua (Hungaro-Duarte et al. 2012). Tanomaru-Filho et al. (2017 b)
consideram que o estudo da alteracdo volumétrica, em micro-CT (Microtomografia
computadorizada de raios-X — modelo 3D), pode ser considerado como uma
avaliacdo complementar ao teste de solubilidade e apresentar correlagdo com o
desempenho clinico. Os autores observaram que, na avaliacdo tradicional da
solubilidade, o TotalFill BC Sealer apresentou valores elevados de solubilidade,
porém o mesmo ndo ocorreu em avaliacdo da alteracdo volumétrica. Tais resultados
podem ser decorrentes da absorcdo de fluidos, resultando em estabilidade
volumétrica do material (Silva et al. 2017).

Os resultados deste estudo demostraram que todos os cimentos avaliados

apresentaram radiopacidade acima dos 3 mmAl, conforme recomendacdes da
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ISO 6876. Sendo que EXP1 apresentou radiopacidade semelhante & apresentada
por TF, e maior que EXP2. Estudos anteriores demonstraram que o Oxido de
zircbnio, é capaz de promover radiopacidade satisfatoria (Hungaro-Duarte et al.
2009), podendo ser considerado como agente radiopacificador para ser associado
ao cimento de silicato de calcio, por proporcionar propriedades fisico-quimicas
adequadas (Bosso-Martelo et al. 2016). Hungaro-Duarte et al. (2012) observaram
que tanto o 6xido de zircbnio quanto o tungstato de célcio sdo capazes de promover

radiopacidade satisfatoria.

Concluséo

Os resultados deste estudo mostraram que EXP1 e EXP2 apresentam tempo
de presa, radiopacidade e escoamento de acordo com ISO 6876, além de pH
alcalino em todos os periodos experimentais. Contudo, EXP1 apresentou tempo de
presa, radiopacidade, escoamento e solubilidade mais favoraveis que EXP2, o que o

confere maior potencial para aplicabilidade clinica.
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3.2 Publicagao 2*

Avaliacdo da citocompatibilidade, potencial bioativo e atividade antimicrobiana
de cimento experimental & base de silicato de célcio

RESUMO

Este estudo avaliou citocompatibilidade, potencial bioativo e atividades
antimicrobiana e antibiofiime de um cimento experimental (EXP) composto por
silicato tricélcico, silicato dicélcico, fosfato de calcio monobasico, hidréxido de calcio,
oxido de zircénio, tungstato de célcio e polietilenoglicol, em comparacdo aos
cimentos TotalFill BC Sealer (TF) e AH Plus (AHP). Citocompatibilidade foi avaliada
pelos ensaios vermelho neutro (NR) e metiltetrazolio (MTT), apds exposicdo das
células Saos-2 aos extratos dos cimentos por 24 h. Bioatividade celular foi avaliada
pela atividade de fosfatase alcalina (ALP) e coloracdo vermelho de alizarina (ARS).
Atividades antimicrobiana e antibiofilme foram avaliadas pelos testes de contato
direto sobre células plancténicas (TCDCP) e contato direto modificado sobre biofilme
(TCDM). Dados de MTT, NR e ALP foram analisados pelos testes Two Way ANOVA
e Bonferroni, os de ARS pelos testes ANOVA e Tukey, e os microbiolégicos pelos
testes Kruskall-Wallis e Dunn (a=0,05). EXP, TF e AHP nao apresentaram
citotoxicidade para Saos-2, em todas as diluicdes, nos ensaios MTT e NR, em
relacdo ao controle negativo (P > .05). Maior ALP foi observada apos sete dias de
exposicdo das células Saos-2 ao extrato de AHP e EXP (P > .05). Observou-se
maior producdo de nddulos mineralizados para TF e EXP (P < .05). No TCDCP, EXP
e TF promoveram maior reducédo de Enterococcus faecalis em comparacdo ao AHP
e ao controle (P < .05), e eliminaram Candida albicans. No TCDM, EXP e TF
promoveram maior reducdo de UFC de E. faecalis em comparacdo ao AHP e ao
controle (P < .05). Conclui-se que EXP apresenta biocompatibilidade, potencial
bioativo, atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans, e agéo antibiofilme
sobre E.faecalis, com potencial para utilizagdo no tratamento endodéntico.

Palavras-chave: biocompatibilidade, Candida albicans, endodontia, Enterococcus

faecalis, silicato tricalcico.

* Artigo nas normas do periddico Jornal of Endodontics, ao qual sera submetido.
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INTRODUCAO

O material obturador ideal deve apresentar, dentre outras propriedades,
biocompatibilidade (1), atividade antimicrobiana (1), e capacidade de induzir
formacdo de tecido mineralizado (2). Desta forma, novos cimentos endodénticos a
base de silicatos de calcio sdo propostos (3). Dentre eles, 0 Neo MTA Plus (Avalon
Biomed Inc.) € composto por silicato tricalcico, silicato dicalcico, sulfato de calcio,
silica e 6xido de tantalo, apresentando biocompatibilidade e bioatividade celular (4).
Os cimentos Endosequence BC Sealer (Brasseler USA, Savannah, GA) e TotalFill
BC Sealer (FKG, La Chaux-de-Fonds, Switzerland; Brasseler, Savannah, Georgia,
USA) sao semelhantes e, de acordo com os fabricantes, compostos por silicatos de
calcio, fosfato de calcio, hidréxido de calcio, Oxido de zirconio e agentes
espessantes. O BC Sealer apresenta propriedades satisfatérias, como
citocompatibilidade (1) e bioatividade, induzindo a proliferacdo e adesao celular (5).
A partir da composicdo destes cimentos comerciais, hovos materiais obturadores
com silicatos de calcio, radiopacificadores e veiculos podem ser desenvolvidos.

Silicato tricalcico é usado para formulagdo de novos cimentos endodénticos em
funcdo de seu potencial bioativo (6) e inducédo da formacao de hidroxiapatita (7). O
silicato dicalcico demonstra biocompatibilidade e bioatividade (8). O fosfato de calcio
monobasico, adicionado ao cimento endodbdntico, pode colaborar na reacdo com o
hidréxido de célcio e posterior producéo de hidroxiapatita (9).

Os radiopacificadores representam parte importante da composicdo dos
cimentos endodonticos. O BC Sealer, com Oxido de zircbnio em sua composi¢ao
como agente radiopacificador, apresenta adequadas propriedades biolégicas (3). O
AH Plus apresenta os radiopacificadores 6xido de zirconio e tungstato de calcio (9),
apresentando radiopacidade bastante satisfatoria (10).

Diferentes aditivos e veiculos sdo propostos a fim de melhorar a consisténcia e
a manipulacdo de cimentos endodénticos & base de silicato de célcio (11). O
polietilenoglicol é o veiculo de pastas de hidroxido de célcio utilizadas como
medicacdo intracanal (12). Quando associado ao silicato de célcio, possibilita a
melhora de suas propriedades fisico-quimicas (13). Até o momento, ndo ha relatos
na literatura de sua utilizagcdo como veiculo de cimentos endodoénticos a base de

silicato de calcio.
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O insucesso do tratamento endoddntico estd associado a persisténcia de
microrganismos no sistema de canais radiculares (14). Grande parte dos casos de
insucesso do tratamento endodéntico € associado a presenca de Enterococcus
faecalis (15). Candida albicans é uma espécie de fungo associada aos insucessos
da terapia endodontica (16). Assim, a utilizacdo de material obturador que apresente
atividade antibacteriana pode favorecer o controle da infecgéo residual (17). O BC
Sealer apresenta acao antibacteriana sobre E. faecalis, devido ao seu potencial de
alcalinizacédo induzido por silicatos e fosfato de calcio (17).

Deste modo, este estudo tem como objetivo avaliar a biocompatibilidade, o
potencial de induzir mineralizagcéo e atividades antimicrobiana e antibiofiime de um
cimento experimental composto por silicato tricalcico, silicato dicélcico, fosfato de
calcio monobasico, hidroxido de calcio, 6xido de zircénio, tungstato de célcio e

polietilenoglicol, comparando com os cimentos Totalfill BC Sealer e AH Plus.

Materiais e Métodos

Foram avaliadas as propriedades biologicas e antimicrobianas (APENDICE B)
de um cimento experimental (EXP) a base de silicatos de calcio, comparando aos
cimentos TotalFill BC Sealer (TF) e AH Plus (AHP). Os materiais avaliados neste

estudo, assim como suas proporcdes e fabricantes estdo presentes na Tabela 1.
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Tabela 1. Materiais e proporc¢des utilizadas

Materiais Fabricante/composicao Proporcao
po6-liquido
EXP? P6: silicato tricalcico?, silicato dicélcico?, fosfato de calcio 1 g/400 pL

monobasico®, hidréoxido de célcio*, 6xido de zirconio® e
tungstato de calcio®. Liquido: polietilenoglicol®.

TF TotalFill BC Sealer (Brasseler, Savannah, GA, USA.
Lote: 15002SP. Val. 06.2017). Pré-manipulado e pronto para
uso, em seringa, contendo Oxido de zircbnio, silicatos de
calcio, fosfato de calcio monobasico, hidroxido de calcio,
agentes espessantes.

AHP AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany. 1lg/lg
Lote: 199415I. Val: 02.2018). Resina epodxi de bisfenol-A/F;
tungstato de calcio; 6xido de zircénio; silica, 6xido de ferro,
amina adamantada; n, dibenzil-diamina; tcd — diamina; e
Oleo de silicone.

EXP, Cimento Experimental; TF, TotalFill BC Sealer; AHP, AH Plus.
1 FOAr-Unesp, Araraquara, SP, Brasil. 2 Mineral Research Processing, Meyzieu, France. 3 Synth,
Diadema, SP, Brasil. * Merck, Darmstadt, Germany. > Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.

Avaliacdo de citotoxicidade e bioatividade

Os ensaios de citotoxicidade e bioatividade foram realizados em camara de

fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), sob condi¢cdes assépticas.

Preparo dos extratos

AH Plus (Dentsply) foi utilizado como material de referéncia (ISO 10993-5
2005) (18). Colocou-se 0,5 g de cada cimento em pocgos vazios de placas de cultura
de 12 pocos (314.0 mm? area e 3.0 mm altura) (Jet Biofil), que permaneceram em
estufa a 37 °C, 95% de umidade, 5% COg2, por 24 h, até a completa presa dos
materiais. ApGs este periodo, as placas foram expostas a luz ultravioleta (UV) para
prevenir contaminacdo (19). Em seguida, 5 mL de meio de cultura DMEM (meio
Dulbecco modificado; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) sem soro foi colocado em
cada poco da placa contendo o material, e a placa foi armazenada por 24 h, a 37 °C,
em 95% de umidade e 5% de CO2, para obten¢cado do extrato de cada material (ISO
10993-5 2005) (18). Como controle negativo foi utiizado meio DMEM sem soro e

como controle positivo foi utilizado DMSO 20 %.
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Cultura celular

Células semelhantes a osteoblastos humanos, Saos-2 (ATCC HTB-85), foram
cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangdong, Guangzhou, Luokan, China),
contendo meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco,
Life Technologies, Grand Island, NY, USA), penicillina (100 IU/mL), e estreptomicina
(100 pg/mL), mantidos a 37 °C, 5% de CO:2 e 95% de umidade, até a confluéncia.

Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelos testes 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo
de difenil-tetrazolio (MTT) e vermelho neutro (NR). Para realizar estes ensaios, as
células Saos-2 foram plagueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL em placas
de 96 pocos (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado com 10% de SFB e foram
cultivadas por 24 h a 37 °C, 95% de umidade e 5% CO2 para obter células aderentes
antes da exposicdo aos materiais. As células foram expostas aos extratos dos
cimentos nas diluicdes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, assim como ao controle negativo

(meio DMEM sem soro) e ao controle positivo (DMSO 20 %) por 24 horas.

O ensaio MTT foi realizado em dois momentos distintos, simultaneamente ao
ensaio NR apds exposicdo das células Saos-2 aos extratos dos cimentos nas
diluicdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, e simultaneamente ao ensaio ALP apos
exposicao de Saos-2 aos extratos dos cimentos na diluicdo 1:8 pelos periodos de 1,
3 e 7 dias. ApoOs cada periodo experimental, o meio foi substituido por 100 puL de
solugdo MTT 5 mg/mL (Sigma-Aldrich) e as placas foram incubadas durante 3 horas,
a 37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2. Em seguida, foi realizada lavagem com
tampéo fosfato (PBS 1X) e adicionou-se 100 pyL de isopropanol acidificado 0,04 N
(Sigma-Aldrich), para solubilizar o formazan. A densidade 6ptica (OD) de 570 nm foi
mensurada em um espectrofotdbmetro (ELx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT,
USA). Triplicatas idénticas foram preparadas para cada reacdo e o experimento foi

repetido trés vezes independentemente (n=3).

Para o ensaio NR, as células permaneceram em contato com o0s extratos dos
cimentos nas diluicdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24 horas. Apos este periodo, 0s
mesmos foram substituidos por 0.1 mL de meio DMEM contendo 50 uyg NR / mL
(Sigma-Aldrich), e incubados por 3 horas, a 37 °C, 95% de umidade e 5% de CO..

Em seguida, o corante foi removido e o produto colorimétrico foi solubilizado em
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100 pyL de uma solugédo de etanol (etanol a 50% e solug¢do de &cido acético a 1%)
(Sigma-Aldrich). A mensuracdo da densidade Oética foi realizada em
espectrofotometro a 570 nm. Triplicatas idénticas foram preparadas para cada

reacao e o experimento foi repetido trés vezes independentemente (n=3).

Atividade de fosfatase alcalina

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi determinada utilizando o kit
comercial Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil). Ap6s 24 horas do
plaqueamento (1 x 10° células/mL em placas de 96 pocos), células Saos-2 foram
expostas aos extratos dos materiais (na diluicdo 1:8) pelos periodos de 1, 3 e 7 dias.
A cada dois dias os extratos dos cimentos foram renovados, durante os periodos
experimentais. Apds cada periodo experimental, os extratos foram removidos e as
células lavadas com 200 uL de PBS 1X, em seguida 200 pL de uma solugéao de lauril
sulfato de sddio (1% em agua destilada, Sigma-Aldrich) foi adicionada em cada
poco. As amostras foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por 30
minutos. Cada uma das amostras foi transferida para um microtubo (Eppendorf,
Hamburg, Germany) contendo o substrato e o tampao. Em seguida as amostras
foram incubadas com 500 pL de reagente de cor. A densidade ética foi avaliada em
espectrofotometro a 590 nm. Sextuplicatas idénticas foram preparadas para cada
reacao e o experimento foi repetido trés vezes independentemente (n=3). Os dados
foram expressos como a atividade de ALP normalizada pelo ndmero de células

viaveis detectadas no ensaio de MTT no respectivo periodo de cultura.

Coloracao Vermelho de Alizarina

Com o objetivo de avaliar a quantidade de calcio depositado pelos diferentes
cimentos avaliados, realizou-se o0 ensaio de coloragdao com vermelho de alizarina
(Sigma — Aldrich). Deste modo, células osteoblasticas Saos-2 foram contadas e
plaqueadas (1 x 10*células/mL) em placas de cultura de 24 pocos com DMEM
suplementado com &cido ascorbico 50 pg/mL (Sigma-Aldrich) e 10 mM j-
glicerofosfato (Sigma-Aldrich). Pelo periodo de 21 dias, o meio de cultura DMEM
osteogénico (DMEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 mg/mL estreptomicina;
0.023 g/mL B-glicerolfosfato; 0.055 mg/mL &cido ascorbico — Sigma Aldrich) foi
renovado a cada 2 dias. Decorrido este periodo, foi realizada aspiracdo, lavagem
dos pocos com PBS, e em seguida as células foram fixadas com etanol 70% a 4 °C
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por 1 hora. Na sequéncia foi realizada a lavagem com agua destilada (duas vezes) e
a adicao de 0,3 mL 40 mM AlizarinRed S (2%- pH 4,1). Em seguida as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 2 minutos, quando entdo realizamos a
aspiracao do corante e lavagem dos pocos por 4 vezes com 1 mL de agua destilada
por poco. As placas foram mantidas anguladas durante 2 minutos, para facilitar a
remocao do excesso de 4gua. A mineralizacdo foi quantificada através da dissolucéo
dos noédulos com 500 yL da solugdo de 10% de cloreto de cetilpiridinio
(Sigma/Aldrich) por poco e, incubada por 15 minutos sob agitacdo a temperatura
ambiente. Trés aliquotas de 100 yL da ressuspensdo de cada pogo foram
transferidas para uma placa de 96 pocos para que fosse realizada a leitura em

espectrofotometro com filtro de 562 nm de comprimento de onda.

Avaliacéo das atividades antimicrobiana e antibiofilme

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em camara de fluxo
laminar (Telstar Technologies, S.L.-BV 100, Terrassa, Espanha), sob condi¢cGes
asseépticas, utilizando cepas padrao de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e
Candida albicans (ATCC 10231).

Teste de contato direto sobre células plancténicas

Microplacas de 96 pocos (uma para cada cepa microbiana) foram utilizadas,
nas quais os materiais experimentais foram inseridos de forma padronizada na
parede lateral de cada poco (n=8). Apdés 24 h de presa em estufa a 37 °C e 30
minutos de exposicdo a Luz UV (ultravioleta) em fluxo laminar, 10 uL de cada
in6culo foi colocado sobre cada um dos pocos contendo os cimentos. Foi utilizada
uma placa para cada cepa. No grupo controle positivo foi adicionado somente o
in6culo. As placas permaneceram em estufa a 37 °C durante 1 h e 30 min. Em
seguida, adicionou-se 250 uL de TSb em cada poc¢o contaminado com E. faecalis e
250 uL de Sabouraud Dextrose broth (SDb) nos pocgos contaminados por C.
albicans. Na sequéncia, foi realizada a diluicdo decimal seriada e o plaqueamento
em placas de Petri contendo Triptic soy agar (TSa) e Sabouraud Dextrose agar
(SDa), respectivamente. Apos a incubagéo das placas em estufa a 37 °C, realizou-
se a contagem de UFC mL * e transformagéo logaritmica (logio). O experimento foi

repetido duas vezes independentemente .
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Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM)

Foram confeccionados discos de cada um dos materiais, medindo
7 mm x 1 mm (didametro x espessura interna), e mantidos em estufa a 37°C e
umidade controlada, durante 48 horas. Apé6s aprovacdo da Comissao de ética no
uso de animais (CEUA), da Faculdade de Odontologia de Araraquara (03/2017),
blocos de dentina bovina esterilizados e com dimensdes de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm
(largura x comprimento x espessura) foram utilizados como substrato para formacao
do biofilme. Para isso foram utlizados incisivos centrais bovinos com raizes
completamente formadas, e todos os cortes foram realizados em maquina de corte
de precisdo (Isomet 1000 — Buehler, Lake Bluff, IL, EUA).

Para a formacao do biofilme E. faecalis, os microrganismos foram reativados
em 4,0 mL de caldo Triptic soy broth (TSb, Difco Detroit, Ml, EUA) e mantidos em
estufa a 37°C overnight. Os indéculos foram ajustados na concentracdo 1 x 108
UFC mL?

Em placas de cultura celular de 24 pocos os blocos de dentina foram
submersos em meio TSb (2 mL) contendo 1% do in6culo. As placas foram mantidas
em incubadora de bancada com agitacdo orbital (modelo Q816M20, Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de microaerofilia a
37 °C por 14 dias. O meio de cultura TSb foi trocado a cada 48 horas, sem a adicéo
de novos microrganismos.

Transcorrido o periodo pds-manipulacdo, cada um dos discos de cimento foi
removido da matriz, os mesmos foram esterilizados em luz ultravioleta, e colocados
sobre cada um dos blocos de dentina contendo o biofilme formado, lavados
previamente em solucdo salina para remocao de bactérias planctdnicas e meio de
cultura residual. Os conjuntos formados pelos blocos de dentina e os discos de
cimentos (n=6) foram colocados em Placas de Petri, e foi gotejado 20 pL de solugéo
salina estéril sobre cada conjunto para evitar ressecamento. O tempo de contato foi
de 15 h, e as placas foram incubadas em estufa a 37°C. Um grupo controle foi
incluido, onde os biofilmes entraram em contato com disco de teflon, servindo de
comparacao para os resultados.

Apés o periodo de contato, os discos de cimentos e de teflon foram
removidos, e 0s blocos de dentina com o biofilme remanescente e o0 grupo controle
foram individualmente colocados em microtubos contendo 1 mL de solugdo salina

estéril e pérolas de vidro, e depois foram agitados em vortéx por 1 minuto (modelo
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Q220, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) para suspensao dos
microrganismos. Em seguida, foi realizada a diluicAo decimal seriada e
plagueamento de trés aliquotas de 20 uL de cada uma das suspensdes em placas
de Petri contendo meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSa). As placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h. A leitura de cada placa de cultura resultou da média do
nimero de UFC mL ! das trés areas de crescimento bacteriano, na diluicdo onde
apresentou em cada area um numero de colénias entre 5 e 50. Os dados foram
entdo submetidos a transformacéo logaritmica (logio) € o resultado de cada grupo foi

calculado a partir da média dos seus espécimes.

Avaliagao estatistica

A viabilidade celular e a atividade de ALP foram analisados pelos testes
estatisticos de Two Way ANOVA e Bonferroni. Os dados do ensaio ARS foram
submetidos aos testes One Way ANOVA e Tukey. Os dados obtidos nos testes
microbiologicos foram analisados pelos testes Kruskall-Wallis e Dunn. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

Viabilidade celular

Os ensaios MTT e NR (Fig. 1 A) revelaram que os grupos AHP, EXP e TF,
nao apresentaram citotoxicidade para Saos-2, visto que ndo apresentaram diferenca

estatistica em relacdo ao controle negativo (P > .05).
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Figura 1: Viabilidade celular de Saos-2 avaliadas pelos ensaios MTT (A) e NR (B), apés 24 horas de
exposicdo aos extratos dos cimentos AHP, EXP, TF nas diluices de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, meio
de cultura sem soro (controle negativo), e DMSO 20% (controle positivo). Barras com letras diferentes
representam diferenca estatistica significativa entre os extratos dos cimentos (em cada diluigdo),
controle negativo, e controle positivo.

AHP, AH Plus; EXP, cimento experimental a base de silicato de calcio (composi¢cdo descrita na
Tabela 1); TF, TotalFill BC Sealer; CN, controle negativo; CP, controle positivo.
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Atividade de fosfatase alcalina

A menor viabilidade celular foi observada no primeiro dia de exposi¢cdo aos
extratos dos cimentos, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos dos
materiais avaliados e o grupo controle negativo (P > .05). Nos demais periodos a
viabilidade celular foi maior, sendo que no periodo de trés dias todos os grupos
apresentaram viabilidade similar ao controle negativo (P > .05). No periodo de sete
dias foi observada maior viabilidade celular para o grupo EXP (Fig. 2 A). Todos o0s
grupos apresentaram atividade de fosfatase alcalina semelhante ao controle
negativo (P > .05) no periodo de trés dias. A maior atividade de fosfatase alcalina foi
observada apos sete dias de exposicdo das células Saos-2 ao extrato de AHP em
relacdo ao controle (P < .05). O grupo EXP também apresentou maior atividade de
ALP no periodo de 7 dias, ndo apresentando diferenca estatistica quando
comparado ao AHP (P > .05) (Fig.2 B).



43

A
MTT
2.0+
— a b
a
£ a 2=
2 1.5-4 a
g a,c c T
% a a a a T
2 1.0+
>
©
>
< 0.5
=
s
(@)
0.0- T T T
1 3 7
Tempo (dias)
B ALP
200+
) b
(@)
= a b
£ 150_ ?r_ a,b a,b
% b a a a
R= a T
o 100+
S a a
E
= 504
©
=
=
0- T T
1 3 7

Tempo (dias)

B AHP B EXP /| TF /1 CN

Figura 2: (A) Viabilidade celular de Saos-2 avaliada pelo ensaio MTT e (B) atividade ALP apés
exposicdo aos extratos de AHP, EXP, TF na diluicdo de 1:8, e meio de cultura sem soro (controle
negativo), pelos periodos de 1, 3 e 7 dias. Barras com letras diferentes representam diferenca
estatistica significativa entre os extratos dos cimentos e o controle negativo em cada periodo.

AHP, AH Plus; EXP, cimento experimental a base de silicato de calcio (composi¢do descrita na
Tabela 1); TF, TotalFill BC Sealer; CN, controle negativo.
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Coloracao Vermelho de Alizarina (ARS)

AHP, EXP e TF apresentaram deposicdo de ndédulos de mineralizacdo. AHP
apresentou resultados semelhantes ao controle e EXP (P > .05). EXP e TF
apresentaram maior deposicdo de noédulos mineralizados quando comparados ao
controle (P < .05).

ARS
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c e sl
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Figura 3: Coloragdo vermelho de Alizarina (ARS), analise estatistica realizada apds 21 dias de
exposicdo dos materiais ao meio de cultura osteogénico. Todos os materiais induziram a producao
de ndédulos mineralizados. Barras com letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre os extratos dos cimentos e o controle negativo. AHP, AH Plus; EXP, cimento experimental a
base de silicato de célcio (composicao descrita na Tabela 1); TF, TotalFill BC Sealer; C, controle
negativo.
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Atividade antimicrobiana sobre células planctdonicas

No ensaio contato direto sobre células planctdénicas, EXP e TF promoveram
maior reducdo de E. faecalis em comparacdo ao controle (P < .05), e eliminaram
C. albicans (Tabela 3).

Tabela 2: Média e desvio padrdo da atividade antimicrobiana dos materiais avaliados,
expresso em UFCmL™ para o TCD sobre células planctonicas, apés 1,5 h de contato.

Cimentos AHP TF EXP Controle

E.faecalis 7,283 (£0,229)° 4,226 (+0,808)> 4,881 (+0,668)° 7,668 (0,262)°
C. albicans 2,784 (+0,443)" 0,0 (0,0)° 0,0 (0,0)° 5,360 (+0,443)?

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos de
cimentos e o controle.

Atividade antibiofilme

No ensaio contato direto modificado (TCDM) sobre biofilme de E.faecalis, EXP
e TF apresentaram-se significativamente mais efetivos na reducédo de UFC quando
comparados ao AHP, e ao controle (P <.05) (Tabela 2).

Tabela 3: Média e desvio padrao da atividade antibiofiime dos materiais avaliados, expresso
em UFC mLpara o TCDM sobre biofilme de E. faecalis, ap6s 15 h de contato.

Cimentos AHP TF EXP Controle

UFC/mL 7,426(x0,100)*  4,966(x0,530)°  4,914(x0,583)°  7,473(0,268)

Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos de cimentos e o controle.

Discussao

O cimento experimental avaliado no presente estudo (EXP) é composto por
silicato tricalcico, silicato dicélcico, fosfato de calcio monobasico, hidroxido de calcio,
além dos agentes radiopacificadores oxido de zirconio e tungstato de calcio. O po6
deste cimento foi manipulado com polietilenoglicol. Para o cimento experimental
foram usados os agentes radiopacificadores 6xido de zirconio (20, 21) e tungstato de
calcio (22), que proporcionam radiopacidade sem os efeitos negativos do 6xido de
bismuto, que inibe a proliferacdo celular (23). Os cimentos compostos por silicatos

de célcio como o TotalFill BC Sealer e o Endosequence BC Sealer apresentam éxido
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de zirconio como agente radiopacificador. O BC Sealer apresenta propriedades
fisico-quimicas favoraveis (24) e radiopacidade de acordo com ISO 6786/2001 (24).

Células Saos-2 sdo semelhantes aos osteoblastos humanos, e representam
uma linhagem celular altamente diferenciada e capaz de induzir formacéo 6ssea, e
por isso sdo amplamente utilizadas para avaliar a biocompatibilidade e o potencial
de induzir mineralizacdo de novos materiais odontoldgicos (4, 23).

O ensaio MTT é relacionado a atividade da enzima desidrogenase mitocondrial,
e 0 ensaio NR é baseado na absor¢cdo e acumulo lisossbmico do corante vital
vermelho neutro em células com membrana intacta (25). De acordo com o0s
resultados obtidos nos ensaios MTT e NR, em todas as diluicbes analisadas, os trés
materiais avaliados apresentaram viabilidade celular para Saos-2 semelhante ao
controle negativo. BC Sealer apresenta viabilidade celular em ensaio MTT (5, 26).
Cimentos a base de silicato de célcio associados ao agente radiopacificador oxido
de zircbnio também demonstram biocompatibilidade (27, 28), assim como o
Endosequence BC Sealer (1, 3). Os cimentos AH Plus e TotalFill BC Sealer nao
apresentam citotoxicidade para células do periodonto (5, 29).

A avaliacdo da atividade de fosfatase alcalina (ALP), que é uma enzima
expressa durante o processo de maturacdo precoce dos osteoblastos, possibilita a
determinacao do potencial de inducédo de formacao de tecido mineralizado (30). No
periodo de trés dias, todos os cimentos apresentaram atividade de fosfatase alcalina
semelhante ao controle negativo. A maior atividade de fosfatase alcalina foi
observada apos sete dias de exposi¢cdo das células Saos-2 ao extrato de AHP e
EXP. A atividade de fosfatase alcalina nas células Saos-2 aumentou nos periodos
de 3 e 7 dias de exposicdo aos extratos de cimentos de silicato de calcio, conforme
demonstrado em estudos utilizando células Saos-2 (4, 31).

O corante vermelho de alizarina identifica depdsitos de calcio em cultura celular
(28). O processo de reparo esta relacionado a adesao, migracao e diferenciacao
celular e consequente formagdo de tecido mineralizado (4). Apés 21 dias de cultura
celular com os diferentes extratos de cimentos endoddnticos em meio osteogénico,
todos os materiais induziram deposicdo de calcio. EXP e TF apresentaram
resultados semelhantes entre si e maiores que o controle. Estudos anteriores

constataram que cimentos a base de silicato de calcio induzem a proliferacédo e
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adesao celular (5), além de producdo de mineralizacéo (4, 28). O silicato tricélcico,
principal componente de EXP, pode induzir a diferenciagéo e proliferagao celular

(32) justificando os resultados obtidos.

Enterococcus faecalis sdo bactérias Gram-positivas e anaerdbias facultativas,
frequentemente associadas aos casos de lesbes periapicais persistentes (15, 29).
Candida albicans, sdo fungos encontrados em infec¢cdes endodoénticas, e que
apresentam a capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios (33). Durante o
tratamento endodéntico, microrganismos podem permanecer em &reas de dificil
acesso, mesmo apos limpeza mecanica, irrigacdo e uso de medicacao intracanal.
(17).

A atividade antimicrobiana de cimentos endodbénticos pode auxiliar na
eliminacédo da infeccdo endodontica residual. Os cimentos a base de silicatos de
calcio apresentam acdo antimicrobiana favorecida pela sua acdo alcalinizante. O
elevado pH destes materiais pode ser explicado pela formacdo de hidroxido de
calcio e silicato de calcio hidrogel (34). Essa continua difusdo de hidroxido de célcio
determina a manutencdo do pH alcalino e atividade antibacteriana por longos
periodos (17).

EXP e TF promoveram reducgédo de UFC significativamente maior que AHP no
teste de contato direto sobre biofilme de E. faecalis. Para o teste de contato direto
sobre células planctonicas, EXP e TF ndo apenas promoveram maior reducdo de
E. faecalis em comparacdo ao AHP e ao controle, como também eliminaram
Candida albicans. A atividade antimicrobiana do cimento Endosequance BC Sealer
sobre biofilme de E. faecalis em tabulos dentinarios foi demonstrada (17). O cimento
iIRoot, que apresenta composi¢cao semelhante ao BC Sealer e ao EXP, apresentou
significativa atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans em avaliagédo

pelo teste de contato direto (35).

O cimento experimental a base de silicato de célcio avaliado neste estudo,
EXP, apresentou biocompatibilidade, induziu atividade de ALP em células Saos-2,
induziu a formacdo de ndédulos de mineralizacdo por estas células, além de ter
apresentado acao antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans. Estes resultados
demonstram que o cimento EXP apresenta excelentes perspectivas para ser

aplicado na clinica endodontica na obturacédo do sistema de canais radiculares.
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4 DISCUSSAO

Para avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas dos cimentos endodonticos a
base de silicatos de calcio, foram avaliados tempo de presa, escoamento,
radiopacidade, pH e solubilidade. O cimento que apresentou melhores resultados
nas avaliagbes de propriedades fisico-quimicas, ou seja, o cimento Experimental 1
(EXP1), foi submetido a avaliacio de suas propriedades biologicas,
biocompatibilidade e bioatividade, além das propriedades antimicrobianas. Na
Publicacédo 2 (avaliacdo biolégica e microbiologica), EXP1 passou a ser denominado
EXP. Deste modo, a citocompatibilidade foi avaliada pelos ensaios vermelho neutro
(NR) e metil tetrazdlio (MTT), apGs exposicdo de Saos-2 aos extratos dos cimentos
nas diluicbes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24h. A bioatividade celular foi avaliada
pela atividade de fosfatase alcalina (ALP), e o potencial de induzir mineralizacdo foi
avaliado pelo ensaio coloracdo vermelho de alizarina (ARS). As atividades
antimicrobiana e antibiofilme dos materiais foram avaliadas pelos testes de contato
direto sobre células plancténicas (TCDCP) e contato direto modificado (TCDM).

EXP2, EXP1 e TF apresentaram 0s maiores tempos de presa,
respectivamente. O fato de EXP2 apresentar maior quantidade de liquido em sua
composicao, ou seja 400 puL de polietilenoglicol e 200 pL de hidrogel de quitosana,
enquanto EXP1 apresenta 400 uL de polietilenoglicol, pode ter colaborado para que
0 mesmo apresentasse maior tempo de presa que EXP1. A presenca de umidade
durante o processo de hidratacdo do cimento de silicato de célcio permite o inicio do
ciclo de reacédo, produzindo silicato de célcio hidrogel e hidréxido de calcio*®. A
presenca de quitosana no EXP2 pode ter contribuido para maior tempo de presa, em
relacdo ao EXP1, visto que a adicdo de quitosana 2% a um cimento a base de
silicato de calcio (p6 composto por silicato de calcio, fosfato dicalcico e 6xido de
bismuto), resultou em maior tempo de presa®®. Os resultados observados neste
estudo sdo concordantes com estudos anteriores, que constataram um longo tempo
de presa para o cimento BC sealer, mesmo em presenca de umidade? 41

Os valores de solubilidade apresentados pelos cimentos a base de silicatos de
calcio foram maiores que os apresentados por AHP. Maior percentual de perda de
massa foi observado para EXP2, seguido por EXP1 e TF, respectivamente. A
guantidade de veiculo em EXP2 é maior que em EXP1, o que pode ter colaborado
para uma maior solubilidade. Além disso, a presenca da quitosana em EXP2 pode
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justificar sua maior solubilidade, pois sua adi¢cdo pode afetar as propriedades fisicas
e mecanicas do cimento*®. A solubilidade de EXP1 ap6s 30 dias de imersdo em
agua destilada foi menor que em 7 dias de imersdo, e semelhante a de TF. Tais
resultados sugerem que nesse periodo possa ter ocorrido estabilizacdo e diminuicao
de perda de massa do material. Estudos anteriores constataram elevada
solubilidade para cimentos a base de silicatos de calcio®?* % 51, Cimentos a base de
silicato de calcio podem absorver 4gua em excesso por serem materiais hidrofilicos,
e por isso apresentar maior diferenca de massa apds evaporacgdo da aguadl. Deste
modo, a avaliacdo da alteracdo volumétrica, em micro-CT, pode complementar os
resultados ja obtidos®?, visto que a absorcéo de fluidos pode promover estabilidade
dimensional do material®?.

Os cimentos endodoénticos precisam apresentar escoamento suficiente para
selar areas de dificil acesso, como canais acessorios e areas de istimos?, para
proporcionar qualidade a obturacdo dos canais radiculares. Os valores de
escoamento apresentados por EXP1l e EXP2 atendem as especificacbes da
ISO 6876/2012%3. O cimento EXP1 apresentou valores de escoamento (mm e mm?)
estatisticamente semelhantes aos apresentados por AHP, e maiores que 0s
apresentados por EXP2. Esta propriedade pode ser melhor investigada por estudos
adicionais, como avaliacdo de escoamento e capacidade de preenchimento por
micro-CT, conforme proposto por Tanomaru-Filho et al.>*. A capacidade de
escoamento e penetrabilidade nos tubulos dentinarios sdo importantes propriedades
dos materiais obturadores. Assim, a penetrabilidade do cimento obturador pode ser
investigada a partir de avaliacdo em microscopios de fluorescéncia e confocal de
varredura a laser.

A radiopacidade apresentada pelos cimentos experimentais esta acima dos
3 mmAl, conforme recomendacdes da ISO 6876°. EXP1 apresentou radiopacidade
semelhante a apresentada por TF, e maior que EXP2. Estudos anteriores
constataram que os agentes radiopacificadores éxido de zirconio® % e tungstato de
calcio®! proporcionam radiopacidade satisfatoéria.

Ha indicios de que o pH alcalino, assim como a liberagéo de ions calcio, podem
estar relacionados a bioatividade e a inducdo de mineralizacéo®” °8, além do mais, a
alcalinizacdo do meio, proporciona um ambiente desfavoravel a sobrevivéncia e

proliferacdo bacteriana®. Os cimentos EXP1 e EXP2 promoveram pH alcalino em
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todos os periodos experimentais. Estudo sobre a liberacdo de ions calcio podem
complementar os resultados obtidos com analise do pH dos materiais.

Os resultados obtidos nos ensaios MTT e NR apontam que o0s cimentos
compostos por silicatos de calcio, EXP e TF, apresentam citocompatibilidade para
Saos-2. Estudos anteriores demonstraram que o BC Sealer apresentou
biocompatibilidade com células L9299, e células do periodontol!: 38 40. 61,

Com a realizacdo do ensaio ALP observamos que a maior atividade de
fosfatase alcalina ocorreu apos sete dias de exposicdo das células Saos-2 ao extrato
de AHP, assim como ao extrato de EXP. Nos periodos de 3 e 7 dias de exposi¢do ao
extrato do cimento EXP houve aumento da atividade de fosfatase alcalina nas
células Saos- 2, assim como constatado em estudos anteriores em avaliacdo de
cimentos a base de silicato de célcio® 3. No ensaio ARS observou-se que EXP e
TF induziram a formacdo de nddulos mineralizados, conforme estudos anteriores
que obtiveram resultados semelhantes com cimentos a base de silicato de
calcio® 64, Estes resultados sdo concordantes com estudo anterior, no qual
observou-se que o TotalFill BC Sealer demonstra potencial de induzir reparo, visto
que estimula a proliferacdo e adesdo celular®. O estudo da bioatividade pode ser
complementado por avaliagio em microscopia eletronica de varredura (MEV).
Estudos in vivo poderdo complementar os resultados obtidos em estudos in vitro,
avaliando o comportamento biolégico e potencial de formacdo de tecido
mineralizado do material experimetal.

EXP e TF promoveram reducdo de UFC significativamente maior que AHP, em
avaliacdo pelo teste de contato direto sobre biofiime de E. faecalis. No ensaio
contato direto sobre células planctbnicas, EXP e TF foram responsaveis pela
eliminacdo de C. albicans, e por maior reducédo de E. faecalis em comparacdo ao
controle. Podemos afirmar que E. faecalis apresentaram maior resisténcia, assim
como estudos anteriores?®. Estudo anterior?® constatou que o cimento BC sealer
apresentou consideravel acdo antibacteriana sobre biofiime de E. faecalis. Em
avaliacdo pelo teste de contato direto, o cimento iRoot, cuja composicdo €
semelhante ao BC Sealer e ao EXP, apresentou significativa atividade
antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans®®.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o0 cimento
Experimental 1 ~ apresentou  caracteriscas  fisico-quimicas, biolégicas e

antimicrobianas satisfatérias. Estudos futuros poderdo colaborar para melhor
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compreensao de suas propriedades, assim como aperfeicoamento das mesmas,

contribuindo para sua indicacéo clinica no tratamento endodontico.
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5 CONCLUSAO

Os cimentos EXP1 e EXP2 apresentam pH alcalino em todos os periodos
experimentais, além de tempo de presa, radiopacidade e escoamento de acordo
com a ISO 6876. No entanto, EXP1 apresentou melhores resultados quanto ao
tempo de presa, radiopacidade, escoamento e solubilidade que EXP2, o que o
confere maior potencial para aplicabilidade clinica.

O cimento EXP1 apresenta citocompatibilidade, bioatividade celular, potencial
de induzir mineralizagdo, além de atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e
C. albicans.

Portanto, EXP1 apresenta propriedades fisico-quimicas, biolégicas e atividades
antimicrobiana e antibiofilme, proporcionando-lhe potencial para aplicabilidade

clinica na obturacéo do sistema canais radiculares.
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APENDICE A - Metodologia detalhada correspondente & Publicac&o 1

A 1 Tempo de presa

O tempo de presa (Figura A 1) foi avaliado com base na norma ISO 6876°.
Para os cimentos a base de silicatos de calcio (TotalFill BC Sealer, Experimental 1 e
Experimental 2), que necessitam de umidade para tomar presa, foram
confeccionados moldes de gesso especial tipo IV — micro-granulado (Dentsply
Indastria e Comércio Ltda, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) com 10 mm de
didmetro interno e 1 mm de altura. Os moldes de gesso foram mantidos em agua
destilada por 24 horas antes do preparo dos corpos de prova dos materiais (n=6).
Para o cimento a base de resina (AH Plus), que ndo depende de umidade para
tomar presa, foram utilizados anéis metalicos com diametro interno de 10 mm e
altura de 1 mm, para confeccao dos corpos de prova (n=6). Logo apés manipulacao,
os cimentos foram inseridos nos respectivos moldes, e mantidos em estufa a 37 °C e
95% de umidade, durante o periodo de avaliacdo. Foi utilizada agulha de Gilmore
com massa de 100 = 0,5 g e diametro de 2 £ 0,1 mm apoiada sobre a superficie de
cada um dos cimentos. O tempo de presa foi determinado como o periodo, em
minutos, entre a manipulacdo e o0 momento em que a agulha ja ndo produzisse

marcas sobre a superficie dos cimentos.

a A 1 — Representacao do teste de avaliacao do tempo de

Figur
(Y =4

Fonte: Arquivo pessoal do autor

A 2 Radiopacidade
A radiopacidade dos cimentos (Figura A 2) foi avaliada com base na
ISO 6876°3. Os materiais foram manipulados e inseridos em moldes de silicone com

didmetro interno de 10 mm e altura de 1 mm (n=5), e mantidos em estufa (37 °C,
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95% de umidade) por 48 horas. Apés a presa dos materiais, um disco de cada um
deles e uma escala (milimetrada) de aluminio foram colocados sobre um filme
oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY). A tomada radiogréfica foi realizada
com o aparelho de raios - X Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland), a 60
kV, 7 mA, 18 pulsos/s e 30 cm de distancia focal. Os filmes foram processados, e
apos a secagem dos mesmos, as imagens foram digitalizadas e avaliadas por meio
do programa Image J. Areas de cada um dos degraus da escala milimetrada de
Aluminio foram analisadas para determinacdo da radiopacidade dos cimentos
equivalente em milimetros de aluminio. A conversdo, dos valores obtidos, foi
realizada por meio da equacdo de conversdo abaixo, conforme descrito por

Hangaro-Duarte et al.>®;
Ax2

+mmde Alimediatamente anterior a DRM

Onde:
DRM = Densidade radiografica do material avaliado
DR = Densidade radiogréfica (escala de aluminio)
A = DRM - DR do incremento da escala de Al imediatamente anterior a DRM;
B = DR do incremento da escala de Al imediatamente posterior a DRM - DR do
incremento de aluminio imediatamente anterior a DRM;

2 =2 mm de incremento da escala de Al

Figura A 2 — Representacdo do teste de avaliagdo da radiopacidade dos cimentos
endodoénticos.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor

A 3 Solubilidade
A solubilidade (Figura A 3) foi avaliada segundo Carvalho-Junior et al.’6. A
partir de moldes de silicone, foram confeccionados corpos de prova com 7,75 mm de

diametro interno e 1,5 mm de altura, de cada um dos materiais avaliados (n=5). Os
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moldes de silicone foram acomodados sobre uma placa de vidro coberta por uma
pelicula de papel celofane. Um fio de nylon impermeavel foi colocado no interior de
cada um dos espécimes. Outra placa de vidro, também coberta com uma pelicula de
celofane, foi colocada sobre o molde e pressionada manualmente. TF, EXP1 e
EXP2, que necessitam de umidade para presa, foram acomodadas gazes
umedecidas (em Agua destilada) entre os moldes e as placas de vidro®2. O conjunto
foi armazenado em estufa com temperatura de 37 °C e 95% de umidade por um
periodo correspondente a trés vezes o tempo de presa do material. Apds a presa
dos materiais, os corpos de prova foram colocados em dessecador a vacuo até a
estabilizacdo da massa inicial, aproximadamente 7 dias. As mensuracdes das
massas foram realizadas em balanca de precisdo (Analitica Adventurer, Modelo
AR2140, Ohaus - Industria de balancas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil) a
cada 24 horas. ApGs a estabilizacdo da massa inicial, os espécimes foram
suspensos, por meio da fixagdo dos fios de nylon, no interior de recipientes plasticos
com tampa contendo 7,5 ml de &gua destilada e deionizada. Os recipientes
permaneceram em estufa a 37 °C pelos periodos experimentais de 7 e 30 dias.
Decorridos os periodos experimentais, os corpos de prova foram removidos da agua
destilada, lavados, secos com papel absorvente e colocados novamente em
desumidificador até a estabilidade da massa final (aproximadamente 7 dias). As
pesagens foram realizadas trés vezes para cada espécime em balanca de preciséao,
a cada 24 horas. A solubilidade (S) dos cimentos avaliados correspondeu a perda de
massa de cada espécime [massa inicial (M) menos massa final (MF)], expressa em
porcentagem®’, que foi calculada através da seguinte férmula: S = (Ml — MF) / MI x

100, conforme descrito por Lim et al.®®,

Figura A 3 — Representacao do teste de avaliagdo da solubilidade dos cimentos
endodonticos

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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A 4 Escoamento

O teste de escoamento (Figura A 4) foi realizado com base na norma
ISO 6876%°. Apds a manipulacdo dos materiais, com auxilio de uma seringa, 0,05 mL
de cada um dos materiais foi colocado sobre uma placa de vidro (n=10). Na
sequéncia, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento, e sobre esta
placa foi posicionado um dispositivo metalico de 100 g, totalizando 120 g. O
dispositivo metélico permaneceu por 10 minutos sobre as placas de vidro. Duas
técnicas foram utilizadas para avaliar o escoamento. Na primeira, o diametro médio
(mm) de cada espécime foi medido com auxilio de um paquimetro digital, de acordo
com as especificacbes da norma ISO 6876. Na segunda, um método adicional foi
usado no qual os corpos de prova foram fotografados, e as imagens obtidas foram
digitalizadas para a mensuracdo da area de escoamento em mm? por meio do
programa UTHSCSA Image Tool para Windows Verséo 3.00, como descrito por

Tanomaru-Filho et al.®9 .

Figura A 4 - Representagdo do teste de avaliagdo do escoamento dos cimentos
endododnticos

Fonte: Arquivo pessoal do autor

A5 pH

A andlise de pH (Figura A 5) foi realizada utilizando tubos de polietileno, com
10 mm de comprimento e 1 mm de diametro, preenchidos com cada um dos
materiais avaliados (n=10). Em seguida cada tubo foi inserido em um frasco
contendo 10 ml de agua destilada e deionizada, sendo que o conjunto frasco + tubo
contendo cimento foi mantido em estufa durante os periodos experimentais. Os
periodos experimentais foram de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias. A cada periodo, 0s
tubos foram retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco com 10 ml

de agua destilada e deionizada. Como controle utilizou-se agua destilada e
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deionizada, que foi acondicionada em frascos pelos respectivos periodos
experimentais (n=10). O pH das solu¢fes foi medido imediatamente apds o término
de cada periodo experimental com um pHmetro Digimed (Sdo Paulo, SP, Brasil)

previamente calibrado, tendo sido realizadas trés afericdes para cada espécime.

Figura A 5 - Representacéo do teste de avaliacdo do pH dos cimentos endodbnticos

1

'Drig’inuul

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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APENDICE B - Metodologia detalhada correspondente & Publicac&o 2
B 1 Avaliacéo de citotoxicidade e bioatividade

Os ensaios de citotoxicidade e bioatividade foram realizados em camara de

fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), sob condi¢cdes assépticas.

B 1.1 Preparo dos extratos

Os cimentos experimentais foram manipulados em uma placa de vidro estéril.
Na sequéncia, 0,5 g de cada um dos cimentos avaliados foi colocado no fundo de
pocos vazios de placas de cultura de 12 pocos (314.0 mm? area e 3.0 mm altura)
(Jet Biofil). As placas permaneceram em estufa a 37 °C, 95% de umidade, 5% COzq,
por 24 h, até a completa presa dos materiais. Apds este periodo, as placas foram
expostas a luz UV para prevenir contaminacdo®. Em seguida, colocou-se 5 mL de
meio de cultura de DMEM sem soro em cada um dos pocos das placas em que 0s
materiais foram acomodados e mantidos durante 24 h (37 °C, 95% de umidade e 5%
de CO2) para criar o extrato de cada um dos materiais avaliados (ISO 10993-5
2005)7° (Figura B 1).

Figura B 1 - Preparo dos extratos dos materiais experimentais.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor

B 1.2 Cultura celular

Células Saos-2 (ATCC HTB-85), que sao células semelhantes a osteoblastos
humanos, foram cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangdong, Guangzhou,
Luokan, China), contendo meio Dulbecco modificado (DMEM; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), penicillina (100 1U/mL), e estreptomicina
(100 Ig/mL), e foram mantidos em 95% de umidade, 5% CO: e 37°C até a
confluéncia. As células aderentes em fase de crescimento logaritmico foram
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detectadas pela mistura de tripsina/acido etilenodiaminotetracético (0,25%) (Sigma-
Aldrich) a 37 °C por 3 minutos.

B 1.3 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio dos testes 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5-
brometo de difenil-tetrazélio (MTT) e vermelho neutro (NR). Para a realizacdo destes
ensaios, as células Saos-2 foram plagueadas na concentracdo de 1x10° células/mL
em placas de 96 pocos (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado com 10% de SFB,
e foram cultivadas por 24 horas a 37 °C, 95% de umidade e 5% CO:2 para obter
células aderentes antes da exposicdo aos materiais. As células foram expostas aos
extratos dos cimentos nas diluicbes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, assim como ao
controle negativo, meio DMEM sem soro, e ao controle positivo, DMSO 20%7*, por
24 horas.

O ensaio MTT baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial
em converter o sal de tetrazdlio (3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de difenil-
tetrazélio) de cor amarela, solavel em agua (MTT,; Sigma Chemicals, St Louis, MO),
em compostos coloridos de formazan, cuja absorbancia é proporcional ao nimero de
células vivas. O ensaio MTT (Figura B 2) foi realizado em dois momentos distintos,
simultaneamente ao ensaio NR apds exposicdo das células Saos-2 aos extratos dos
cimentos nas dilui¢cdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24 horas, e simultaneamente ao
ensaio ALP apds exposicdo de Saos-2 aos extratos dos cimentos na diluicdo 1:8
pelos periodos de 1, 3 e 7 dias. Apos cada periodo experimental, o meio foi trocado
por 100 uL de DMEM contendo solucdo de MTT 5 mg/mL (Sigma-Aldrich) e as
placas foram incubadas durante 3 horas, a 37 °C, 95% de umidade e 5% de COz..
Em seguida, lavou-se cada um dos pog¢os com PBS 1X (tampdao fosfato) e adicionou-
se 100 uL de isopropanol acidificado 0,04 N (Sigma-Aldrich) para solubilizar o
formazan. A densidade Optica de (OD) 570 nm foi mesurada num espectrofotdmetro
(EIx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Triplicatas idénticas foram
preparadas para cada reacdo e o0 experimento foi repetido trés vezes

independentemente (n=3).
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Figura B 2 - Representacdo do Ensaio MTT

K\ ) 2

Frasco e p6 do MTT (Sigma); Placa do ensaio MTT apds leitura em
espectrofotdmetro.
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Vermelho neutro (NR) € um corante vital que € incorporado por endocitose e se
acumula nos lisossomos das células que possuem membrana intacta. Para o ensaio
NR (Figura B 3), as células permaneceram em contato com 0s extratos dos cimentos
nas diluicdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24 horas. ApoOs este periodo, 0s mesmos
foram substituidos por 0.1mL de meio DMEM incompleto (sem SFB) contendo 50 ug
NR/mL (Sigma-Aldrich), seguido de incubacédo a 37 °C, 95% de umidade e 5% de
CO2 por 3 horas. O corante foi entdo removido e o produto colorimétrico foi
solubilizado em 100 pL de etanol a 50% e solugéo de &acido acético a 1% (Sigma-
Aldrich). A densidade otica foi mensurada em espectrofotdmetro a 570 nm (EIx800).
Triplicatas idénticas foram preparadas para cada reacéo e o experimento foi repetido

trés vezes independentemente (n=3).

Figura B 3 - Representacéo do Ensaio NR
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Frasco do pé de Neutral Red (Sigma-Aldrich); Placa do ensaio NR ap0ds leitura em
espectrofotdmetro.
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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B 1.4 Atividade de fosfatase alcalina

O principio deste método € a hidrolise do monofosfato de timolftaleina pela
fosfatase alcalina produzida pelas células, que libera a cor azul da timolftaleina em
meio alcalino. A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi determinada usando o kit
comercial Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil) (Figura B 4). Apos 24 horas do
plaqueamento (1 x 10° células/mL em placas de 96 pocos), células Saos-2 foram
expostas aos extratos dos materiais, na diluicdo 1:8, pelos periodos de 1, 3 e 7 dias.
Os extratos dos cimentos foram renovados a cada dois dias durante o periodo de
exposicdo das amostras. ApOs cada periodo experimental, os extratos foram
removidos e as células lavadas com 200 pyL de PBS 1X, em seguida 200 pyL de uma
solucdo de lauril sulfato de sédio (1% em agua destilada, Sigma-Aldrich) foi
adicionado em cada poco. As amostras foram deixadas em repouso a temperatura
ambiente por 30 minutos. Cada uma das amostras foi transferida para um microtubo
(Eppendorf, Hamburg, Germany) contendo o substrato e o tamp&o. Em seguida as
amostras (100 pL) foram incubadas com 500 yL de reagente de cor. A densidade
Otica foi avaliada em espectrofotdbmetro (ELx800, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT,
USA) a 590 nm. Sextuplicatas idénticas foram preparadas para cada reacdo e o
experimento foi repetido trés vezes independentemente (n=3). Os dados foram
expressos como a atividade de ALP normalizada pelo nimero de células viaveis

detectadas no ensaio de MTT no respectivo periodo de cultura’.

Figura B 4 — Representacdo do Ensaio ALP

OSFATASE ALCALINA )

Kit Labtest (Labtest); Microtubos contendo as amostras com Branco, Padrdo e Reagente
de cor; Placa ensaio ALP ap6és leitura em espectrofotometro.
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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B 1.5 Coloracédo Vermelho de Alizarina

O vermelho de alizarina € um derivado de antraquinona, e pode ser usado para
identificar o deposito de calcio em cultura de células. Através de um processo de
quelacgdo, o calcio forma um complexo de alizarina S vermelho. Com o objetivo de
avaliar a quantidade de calcio depositado pelos diferentes materiais, células
osteoblasticas Saos-2 foram contadas e plagueadas (1 x1 0% células/mL) em placas
de cultura de 24 pocos em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Durante 21
dias 0 meio de cultura osteogénico DMEM (DMEM 10% SFB, 100 IU/mL penicillina,
100 mg/mL estreptomicina, 0.023 g/mL B-glycerolfosfatase, 0.055 mg/mL acido
ascobico - Sigma Chemicals St Louis) com e sem 0s extratos dos cimentos foi
renovado a cada 2 dias. Apos este periodo, 0 meio foi entdo aspirado, e as placas
lavadas com PBS e as células fixadas com etanol 70% a 4 °C por 1 hora. Na
sequéncia foi realizada a lavagem com agua destilada (duas vezes) e a adicao de
0,3 mL 40 mM AlizarinRed S (2%- pH 4.1). Em seguida as placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 2 minutos, e realizada a aspiracdo do corante, e lavagem
dos pocos por 4 vezes com 1 mL de agua destilada/poco. As placas permaneceram
anguladas durante 2 minutos, para facilitar a remocdo do excesso de agua. A
mineralizacao foi quantificada através da dissolucdo dos nédulos com 500 uL da
solucéo de 10% de cloreto de cetilpiridinio (Sigma/Aldrich) por poco e, incubada por
15 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Trés aliquotas de 100 uyL da
ressuspensdo de cada poco foram transferidas para uma placa de 96 pocos, e
realizada a leitura em espectrofotdbmetro com filtro de 562 nm de comprimento de

onda.

B 2 Avaliacao das propriedades antimicrobianas

Os procedimentos microbioldgicos foram realizados em camara de fluxo
laminar (Telstar Technologies, S.L.—BV 100, Terrassa, Espanha), utilizando cepas
padrdo de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231).

B 2.1 Teste de contato direto sobre células planctdnicas
Apés a manipulacéo, cada um dos materiais foi inserido de forma padronizada
na parede lateral dos pogos (n=8) de uma placa de cultura de 96 pocos. Foi utilizada
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uma placa para cada cepa microbiana (E. faecalis e C. albicans). Apos 24 horas de
presa em estufa a 37 °C, 10 uL de cada inoculo foi depositado sobre os cimentos.
No grupo controle positivo foi adicionado somente o inéculo em cada um dos pog¢os.
As placas permaneceram em estufa a 37 °C por 1 hora e 30 minutos. Na sequéncia,
250 uL de TSb (Triptic soy broth) foram adicionados em cada um dos pogos
contaminados com E. faecalis, e 250 uL de SDb (Sabouraud Dextrose broth) nos
pocos contaminados por C. albicans. Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal
seriada e a semeadura (Figura B 6). Foram distribuidas trés aliquotas de 20 pL de
cada uma das diluicdes em placas de Petri contendo TSa (Triptic soy agar) e SDa
(Sabouraud Dextrose agar), respectivamente. Apds 48 horas de incubacdo das
placas em estufa a 37 °C, foi realizada contagem de UFC mL?! e transformacéo

logaritmica (logio). O experimento foi repetido duas vezes independentemente.

Figura B 6 — Representacdo do Teste de contato direto sobre células plancténicas

Placa de cultura de 96 pogos, contendo os materiais nas paredes laterais dos pogos;
Deposicao de trés aliquotas de 20 pL de cada uma das diluicdes em placas de Petri, apos
diluicdo decimal seriada.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

B 2.2 Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM)

Apés aprovacdo da Comissdo de ética no uso de animais (CEUA), da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (03/2017), incisivos centrais bovinos com
raizes completamente formadas foram usados para obtencdo do substrato para a
formacao do biofilme. As raizes foram seccionadas em blocos de dentina com
dimensdes de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x comprimento x espessura). Todos

os cortes foram realizados em maquina de corte de precisdo (Isomet 1000 — Buehler,
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Lake Bluff, IL, EUA). Os blocos foram colocados em tubo de ensaio contendo agua
destilada e esterilizados a 120 °C por 20 min.

Para a formacgédo do biofilme de E. faecalis, os microrganismos foram
reativados em 4,0 mL de meio TSb estéril (Triptic soy broth, Difco Detroit, MI, EUA) e
mantidos em estufa a 37 °C overnight. Os in6culos foram ajustados na concentracao
1 x 108 UFC mL -1, utilizando espectrofotémetro (600 Plus, Femto, SP).

Em placa de cultura celular de 24 pocos foram dispensados 2,0 mL de meio
TSb puro contendo 1% do indculo, deixando os blocos de dentina totalmente
submersos. As placas foram incubadas em incubadora de bancada com agitacéo
orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil)
em ambiente de microaerofilia a 37 °C durante 14 dias. O meio de cultura TSb de
cada espécime foi totalmente trocado a cada 48 horas, sem a adicdo de novos
microrganismos.

Os materiais foram manipulados e inseridos em moldes de silicone medindo
7 mm de didmetro x 1 mm de espessura interna, mantidos em estufa a 37 °C e
umidade controlada, durante 48 horas.

Transcorrido o periodo po6s-manipulacdo, os discos de cimento foram
removidos da matriz, esterilizados em luz ultravioleta (30 minutos cada lado), e
colocados sobre cada um dos blocos de dentina contendo o biofilme formado e
lavados previamente em solucéo salina para remocao de bactérias planctdnicas. Os
conjuntos formados pelos blocos de dentina (n=6) com os discos de cimentos foram
colocados em Placas de Petri. Sobre cada conjunto foi gotejado 20 pyL de solugéo
salina estéril para evitar o ressecamento dos mesmos. O tempo de contato foi de
15 h, e as placas foram mantidas em estufa a 37 °C. Um grupo controle foi incluido,
no qual os biofilmes entraram em contato com um disco de teflon, servindo de
comparacao para os resultados (Figura B 5).

Decorrido o periodo de contato, os discos de cimentos e de teflon foram
removidos e os blocos de dentina com o biofilme remanescente, inclusive o grupo
controle, foram individualmente colocados em microtubos contendo 1 mL de solug&o
salina estéril e pérolas de vidro, e depois agitados em vortex (modelo Q220, Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 1 minuto, com a finalidade de
permitir a suspensédo dos microrganismos. Em seguida, foi realizada a diluicao

decimal seriada e plagueamento. Trés aliquotas de 20 uyL de cada uma das
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suspensdes foram distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura Tryptic
Soy Agar (TSa). As placas permaneceram incubadas a 37 °C por 48 h.

A leitura dos resultados de cada uma das placas de cultura foi realizada de
modo a obter a média do nimero de UFC mL? das trés areas de crescimento
bacteriano, na diluicdo onde apresentou um numero de colbénias entre 5 e 50 em
cada area. A partir destas médias foi calculado o nimero de UFC mL* apds o
periodo de contato entre os discos de cimentos obturadores e o biofilme
desenvolvido nos blocos de dentina. Os dados foram submetidos a transformacao
logaritmica (logio) e o resultado de cada grupo foi calculado a partir da média dos

seus espécimes.

0s
contendo os blocos de dentina bovina, in6culo e meio de cultura TSb; Incubadora de
bancada com agitag&o orbital.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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