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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

6.13.14 o atividade

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

Enterococcus faecalis e Candida albicans sdo micro-organismos persistentes nas
infeccOes residuais devido a sua capacidade de penetracdo nos tabulos dentinarios mantendo
o0 processo infecioso endodéntico™***8. C. albicans é a espécie f(ingica mais comumente
encontrada em lesdes endodonticas primarias™® e E. faecalis, é a espécie bacteriana mais
usada na avaliacdo da atividade antibacteriana dos cimentos obturadores por estar presente
nas lesGes periapicais resistentes'.

A biocompatibilidade dos diferentes cimentos endoddnticos varia de acordo com a

4,20

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

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

2830 Além dos estudos de

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

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

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

considerado biocompativel*#**,

1.1  Cimentos Obturadores a Base de Silicone e Guta-percha

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

120

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

RoekoSeal mostraram biocompatibilidade aceitavel?**%

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

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

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

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

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

necessarios para possibilitar a indicagdo cinica deste material.

1.2  Novos Cimentos Obturadores a Base de Silicato de Célcio

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

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

1,58

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

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

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

64,65

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

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

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

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

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

41,78,79

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

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

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

7081 1480 o atividade antibacteriana

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

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

NMTAP como material reparador demonstra ser biocompativel, e induz significativa
producdo de nédulos de mineralizacdo quando comparado a0 MTA Angelus branco®. Este
material apresenta também elevada capacidade de liberar ions célcio e hidroxila que mantém a
formacéao de fostato de célcio®®, importante para a deposicdo de hidroxiapatita®. Além disso,
como cimento obturador, NMTAP monstrou adequadas propriedades fisico-quimicas de
radiopacidade, pH, tempo de presa, porosidade e solubilidade similar ao MTA®®.

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

endodontico.
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2 PROPOSICAO

A proposicédo do presente estudo foi:

2.1 Proposicao Geral

Avaliar algumas propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade, bioatividade celular,
potencial bioativo e atividade antimicrobiana de novos cimentos obturadores, comparados ao

cimento AH Plus.

2.2 Proposicéo Especifica
A proposicéo especifica foi dividida conforme as publicacfes 1 e 2:
Publicacéo 1

Avaliar a citotoxicidade, bioatividade celular, potencial bioativo e atividade
antimicrobiana dos cimentos GuttaFlow bioseal (GFB) e TotalFill BC (TF), comparados ao
cimento AH Plus (AHP).

Publicacéo 2

Avaliar as propriedades fisico-quimicas (tempo de presa, solubilidade, radiopacidade,
pH e escoamento), alteracdo volumétrica, citotoxicidade, bioatividade celular, potencial
bioativo e atividade antimicrobiana dos cimentos NeoMTA Plus (NMTAP) e a nova

formulacdo do MTA Fillapex (MTAF), comparados ao cimento AHP.
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3 PUBLICACOES

3.1 Publicagéo 1

Citotoxicidade, bioatividade celular, potencial bioativo e efeito antimicrobiano dos novos

cimentos a base de silicone e silicato de calcio®

Resumo

Introducdo: Este estudo avaliou citotoxicidade, bioatividade celular, potencial bioativo e
atividade antimicrobiana dos cimentos GuttaFlow® bioseal (GFB) e TotalFill BC® (TF), em
comparacdo ao AH Plus® (AHP). Métodos: Ceélulas humanas osteoblasticas Saos-2 foram
utilizadas para a avaliacdo da citotoxicidade por meio dos ensaios de metiltetrazélio (MTT) e
vermelho neutro (NR); e da bioatividade celular pela atividade da fosfatase alcalina (ALP) e
vermelho de alizarina (ARS). O potencial bioativo foi avaliado em microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para avaliacdo da eficacia antimicrobiana foram utilizados os testes de
contato direto sobre células planctonicas e sobre biofilme de E. faecalis e/ou C. albicans. Os
dados da citotoxicidade e bioatividade celular (ALP) foram submetidos aos testes estatisticos
ANOVA-two-away e Bonferroni. Dados de ARS e de atividade antimicrobiana foram
submetidos aos testes ANOVA e Tukey (o = ,05). Resultados: GFB, TF e AHP ndo
apresentaram efeitos citotoxicos. GFB mostrou maior atividade de ALP aos 7 dias. TF
induziu maior deposicdo de nddulos mineralizados (ARS), maior potencial bioativo (MEV) e
mostrou atividade antimicrobiana sobre biofilme e células planctonicas de E. faecalis e C.
albicans (P < ,05). Nao houve diferenca estatistica significante entre GFB e AHP sobre
biofilme e células plancténicas de E. faecalis e sobre biofilme dual-espécies (P > ,05).
Conclusdes: Conclui-se que cimentos GFB e TF mostraram citocompatibilidade, bioatividade
celular e potencial bioativo. TF mostrou maior atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C.

albicans e GFB mostrou efetividade sobre biofilme de C. albicans.

Palavras-chave: bioatividade, biofilme, cimentos endoddnticos, citotoxicidade.

* Artigo que sera submetido ao periddico Journal of Endodontics
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Introducéo

A biocompatibilidade e atividade antimicrobiana de cimentos endodénticos favorecem
0 processo de reparo e controle da infeccdo (1, 2). A biocompatibilidade e potencial bioativo
dos diferentes cimentos varia de acordo com a composic¢do, podendo influenciar o sucesso do
tratamento endoddntico. Assim, testes de citotoxicidade e bioatividade sdo realizados para
avaliacdo inicial da biocompatibilidade dos materiais.

AH Plus (AHP) é um cimento a base de resina epoxi considerado padrdo para
propriedades fisico-quimicas de cimentos endodonticos (3). AHP € citocompativel (4, 5) e
apresenta alguma atividade antibacteriana (6, 7). EndoSequence BC e TotalFill BC (TF) sdo
cimentos bioceramicos pré-mistrurados (8), que apresentam a mesma composicao: 6xido de
zirconio, silicato de célcio, fosfato de calcio monobasico e hidréxido de célcio (9). Esses
cimentos apresentam propriedades bioldgicas favoraveis, como biocompatibilidade e
atividade antibacteriana (3). EndoSequence BC mostrou bioatividade em anéalises por MEV
(10). TF demonstra citocompatibilidade (5, 11) e atividade antibacteriana (12).

GuttaFlow bioseal (GFB) € um cimento obturador composto de guta-percha,
polidimetilsiloxano, catalisador de platina, dioxido de zirconio e vidro ceramico bioativo.
GFB foi desenvolvido para melhorar a bioatividade do GuttaFlow (13) e a atividade
antibacteriana da formulacdo anterior, GuttaFlow 2 (14). GFB mostrou citocompatibilidade
por ensaio de MTT (15, 16) e potencial bioativo pela analise em MEV (13). Ainda, GFB
apresenta propriedades fisico-quimicas de radiopacidade, escoamento (ISO 6876),
solubilidade (ANSI/ADA 2000 n° 57 modificada) e estabilidade volumétrica em corcondancia
com as normas (17).

Micro-organismos resistentes como Enterococcus faecalis e Candida albicans podem
persistir ap6s o tratamento endodéntico (7, 12, 18). O uso de cimentos obturadores com
atividade antimicrobiana pode prevenir o crescimento de micro-organismos residuais,
ajudando no processo de reparo apical e periapical (12). A atividade antibacteriana dos
cimentos TF e AHP sobre E. faecalis em células plancténicas foi avaliada, mostrando
eficécia antibacteriana (12). A avaliacdo da atividade antimicrobianan do AHP e Guttaflow 2
demonstrou que somente AHP foi efetivo sobre E. faecalis (7). A formulacdo anterior de
GFB, Guttaflow 2 ndo mostrou atividade antimicrobiana sobre E. faecalis (14). Até o
presente momento, a eficacia antimicrobiana do cimento GFB néo foi estudada.

O presente estudo visa avaliar a citotoxicidade, bioatividade celular, potencial bioativo
e eficacia antibacteriana de novos cimentos obturadores endodonticos a base de silicone

(GFB) e silicato de calcio (TF), comparados ao cimento AHP.
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Material e métodos
Os cimentos endododnticos utilizados neste estudo e seus respectivos fabricantes estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Cimentos endoddnticos avaliados: nimero do lote/data de validade, proporcéo,

composigao e seus fabricantes

Cimento Namero de lote & Proporgéo Fabricante Composicéo
Endodbdntico data de validade porg POsI¢
Guta-percha, polidimetilsiloxano, catalisador de
G_uttaFIow G41719 . Coltene/Whaledent GmbH, platina, dioxido de zircdnio, prata (conservante),
bioseal 1:1 Langenau, Alemanha X A s
2017-05 coloracéo, vidro ceramico bioativo.

(GFB)

FKG/Brasseler, USA Oxido de zirconio, silicatos de calcio, calcio, fosfato
TotalFill BC 14003SP Pré- Dental, Savannah, Georgia, monobasico, hidroxido de célcio, agentes de
(TF) 2016-09 misturado USA preenchimento e espessamento.
AH Plus 1401000822 ‘ Dentsply DeTrey GmbH, R/es[na/epom blsfenﬂol-_A e _blsfen_oI-F, tungstato de
(AHP) 2015-10 1:1 Konstanz, Alemanha célcio,6xido de zirconio, silica, pigmentos de ferro,

dibenzildiamida, aminoadamantano, 6leo de silicone.

Avaliacdo da citotoxicidade e bioatividade celular
Cultura celular e preparacao dos eluidos

Os osteoblastos Saos-2 (ATCC HTB-85) foram cultivados em T-75 frascos (Jet
Biofil®, Guangzhou, Luokan, China) contendo meio de cultura Dulbecco modificado
(DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(FBS, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EUA), penicilina (100 Ul mL™),
estreptomicina (100 g mL™) & 37°C, 95% de atmosfera imida e 5% de CO, até a confluéncia.
Os cimentos foram colocados no fundo de uma placa de 12 pogos com &rea de 314,0 mm? e
3,0 mm de altura (Jet Biofil®) e hidratados. As placas foram mantidas & 37°C, por 48 horas
para permitir a presa completa dos materiais, expostos a luz ultravioleta-UV durante 30
minutos para descontaminagdo (19) e 5 mL do meio de cultura de DMEM sem soro fetal
bovino foram colocados em cada poco da placa em que o material foi acomodado, e mantido
durante 24 horas a 37°C, 95% umidade e 5% de CO, para obtencdo dos eluidos. DMEM sem
soro foi usado como controle negativo e controle positivo com 0,001 M de agua oxigenada.
AHP foi usado como material de referéncia.

Ensaios de viabilidade celular: MTT e vermelho neutro (NR)

A viabilidade celular foi avaliada pelos ensaios de 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) e NR (20). Saos-2 foram plaqueadas na concentracgdo de
1 x 10° células mL™ em placas de 96 pocos (Jet Biofil®) contendo DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e cultivado por 24 horas em 37 ° C, 95% de umidade e 5% de CO,
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até a confluéncia. As células foram expostas aos eluidos dos cimento nas dilui¢bes 1:1, 1:2,
1:4 e 1:8 e controles por 24 horas. Para o ensaio MTT, os eluidos dos cimentos foram
substituidos com 100 pL de 5 mg mL™ do sal de MTT e as células foram incubadas & 37 ° C,
95% umidade e 5% de CO, por 3 horas. Posteriormente, o contetdo do poco foi removido e 0
produto colorimétrico solubilizado em 100 pL de isopropanol acidificado 0,04N (Sigma-
Aldrich). As densidades dpticas das solugdes foram medidas em espectrofotdmetro UVM 340
(ASYS, Nova Analitica Importacdo e Exportacdo Ltda., SP, Brasil) a 570 nm. Trés
experimentos independentes foram realizados. O ensaio de NR foi realizado depois que as
células foram expostas aos eluidos dos cimentos nas dilui¢Bes 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8. Os eluidos
foram substituidos por 0,1 mL de meio DMEM contendo 50 pg mL™ da solucdo de NR
(Sigma-Aldrich) e incubados a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO; por 3 horas. Entdo, o
conteddo do poco foi removido e o produto colorimétrico solubilizado em 100 uL da mistura
de solugdo de etanol - 50% de etanol e 1% &cido acético (Sigma-Aldrich). As densidades
Opticas das solugbes foram medidas em um espectrofotémetro (UVM 340) a 570 nm. Trés

experimentos independentes foram realizados.

Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade da ALP foi avaliada usando o kit comercial (Labtest, Lagoa Santa, MG,
Brasil). O principio do método é a hidrolise do monofosfato de timolftaleina pela fosfatase
alcalina produzida pelas células, que liberara a cor azul da timolftaleina em meio alcalino
(21). Células (7 x 10* células mL™) foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos e
expostas aos eluidos dos cimentos (diluicdo 1: 8) pelos periodos de 1, 3 e 7 dias. Os eluidos
dos materiais foram renovados a cada 2 dias. Apos cada periodo experimental, as células
foram lavadas com 200 pL de PBS, seguido da adi¢do de 200 pL de uma solucéo 0,1% de
lauril sulfato de sédio (Sigma-Aldrich) para cada poco. As amostras foram deixadas durante
30 minutos a temperatura ambiente. Cada amostra (12,5 pL) foi transferida para um
microtubo (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) contendo substrato e a enzima. A absorbancia
foi medida em um espectrofotdmetro a 590 nm. Trés experimentos independentes foram
realizados. Os dados foram expressos como atividade de ALP normalizada com o numero de

células viaveis detectadas no ensaio MTT no respectivo periodo (22).
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Ensaio de mineralizagéo: coloragcdo com vermelho de alizarina (ARS)

Com a finalidade de identificar depositos de calcio in vitro, foi realizada a técnica de
coloracdo com ARS (Sigma-Aldrich). As células foram plaqueadas (1 x 10* células mL™) em
placas de cultura de 24 pocos (Jet Biofil®). Durante 21 dias, o meio de cultura D-MEM
osteogénico (D-MEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 mg/mL estreptomicina; 0,023
g/mL B-glicerolfosfato; 0,055 mg/mL &cido ascorbico) foi renovado a cada 2 dias. Apds este
periodo, o meio foi aspirado, os pocos lavados com PBS 1x e as células foram fixadas com
etanol 70% (Sigma-Aldrich) em temperatura de 4°C por 1 hora. As monocamadas foram
entdo lavadas duas vezes com agua destilada anteriormente a adi¢do de 0,5 mL 40 mM
AlizarinRed S (2%- pH 4.1). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 2
minutos. Apés a aspiracdo do corante, os pocos foram lavados 5 vezes com 1 mL de agua
destilada/poco e o excesso de agua foi removido. Para quantificacdo da mineralizacdo, 0s
nddulos foram dissolvidos com 500 pL da solugdo de 10% de cloreto de cetilpiridineo
(Sigma/Aldrich) por poco, seguido da incubagéo por 15 minutos sob agitagdo a temperatura
ambiente. Trés aliquotas de 100 uL da suspensao de cada pogo foram transferidos para placa
de 96 pocos e a leitura foi realizada em espectofotobmetro com filtro de 562 nm de
comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom-MikroWin 2000). Trés experimentos
independentes foram realizados.

Avaliacao do potencial bioativo em MEV

Todos os cimentos foram manipulados, compactados em moldes de silicone (1 mm de
espessura e 5 mm de didmetro) e deixados em estufa a 100% de umidade e 37°C por 7 dias.
Ap0s esse periodo, os corpos de prova (n = 2) permaneceram imersos no PBS 1x e incubados
a 37°C durante 30 dias. As amostras foram fixadas e desidratadas para analise microestrutural
da superficie, tiveram suas superficies metalizadas com ouro para sua analise em microscopio
eletronico de varredura (MEV). Foram analizadas 6 areas de cada espécime de forma
padronizada, totalizando 12 &reas.

O precipitado de minerais foi classificado empregando sistema de escores: Escore 0-
nenhum precipitado de minerais na superficie do material, Escore 1- alguns pontos de
cobertura da superficie do material por precipitado de minerais, Escore 2- alguns pontos da
superficie de cada imagem nédo coberta por precipitado de minerais, Escore 3- total cobertura
da superficie por precipitado mineral, Escore 4- formacéo de cristais de hidroxiapatita.
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Avaliacgéo da atividade antimicrobiana

Teste de contato direto dos eluidos dos cimentos sobre biofilme: Ensaio cristal violeta

A acdo das solugdes sobre a biomassa dos biofilmes mono- e dual-espécies de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e/ou Candida albicans (ATCC 10231) foi avaliada por
meio do ensaio de cristal violeta. Os biofilmes foram formados em placas de cultura celular
de 96 pocos pelo periodo de 72 horas (E. faecalis) e 48 horas (C. albicans e biofilme dual-
espécies), com meio de cultura Triptic soy broth — TSb (Difco Detroit, MI, EUA)
suplementado com D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich) para E. faecalis e em meio de cultura
Brain Heart Infusion — BHI (Difco Detroit, MIl, EUA) para C. albicans e dual-espécies. O
ajuste da densidade Optica foi realizado em espectrofotébmetro (600 Plus, Femto, SP) na
concentracdo de 1 x 108 UFC mL™.

Os cimentos foram manipulados segundo indicagdes dos fabricantes, onde 7,5 = 0,5
mm de didmetro x 1,5 + 0,5 mm de altura dos materiais ficaram em contato com 2 mL de
solucdo salina por 48 horas em estufa a 37°C, quando os eluidos finais foram recolhidos.
Apos periodo de formacdo dos biofilmes, o conteldo de cada poco foi aspirado e 0s pocos
foram lavados 3 vezes com 200 uL de PBS 1x (pH 7,2). Em seguida, foram aplicados 200 pL
dos eluidos dos cimentos em cada poco e deixados em estufa por 24 horas a 37°C. Ap0s esse
periodo os eluidos foram removidos e cada poc¢o foi lavado com PBS 1x. As placas foram
secas a temperatura ambiente por 24 horas para fixacdo da biomassa residual.

A seguir, 0s micro-organismos aderentes foram corados com 200 pL da solugéo de
cristal violeta a 0,1% (LabSynth, Diadema, SP, Brasil) por 20 minutos em temperatura
ambiente. O excesso do corante foi enxaguado por lavagem com &gua destilada. As placas
foram secas a temperatura ambiente e o corante ligado as células aderentes foi solubilizado
com 200 uL de &cido acético a 33%. Para quantificar a biomassa de biofilme remanescente
apos o tratamento, foi medida a absorbancia (590 nm) usando leitor de microplacas UVM 340
(ASYS, Nova Analitica Importacdo e Exportacdo Ltda., SP, Brasil). Para o controle positivo
foi utilizada a solucéo salina, em substituicdo aos eluidos do cimento. Meio de cultura estéril

foi o controle negativo. Os dados foram expressos em porcentagem de redugdo da biomassa.
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Teste de contato direto (TCD) sobre células planctonicas

Foram utilizadas microplacas de 96 pogos (uma para cada cepa microbiana) onde 0s
materiais foram manipulados e inseridos de forma padronizada na parede lateral do poco
(0,15 £ 0,025 g). Apos a insercdo do material, as placas foram mantidas em estufa a 37°C por
24 horas para presa do material. Na sequéncia, as placas foram mantidas durante 30 minutos
expostas a luz UV para descontaminacéo dos cimentos, em seguida 10 uL de cada in6culo foi
depositado sobre o cimento. Houve um grupo controle positivo, no qual foi adicionado
somente o indculo. As placas foram mantidas em estufa a 37°C durante 1 h e 30 min.

Ap0s periodo de contato e incubagdo, foram adicionados 250 uL de TSh em cada poc¢o
da placa contaminada com E. faecalis e Sabouraud Dextrose broth — SDb (Difco Detroit, Ml,
EUA) nos pogos da placa contaminados com C. albicans. Posteriormente, foi realizada a
diluicdo decimal seriada e a semeadura em placas contendo Triptic soy agar (TSa) e
Sabouraud Dextrose agar (SDa), respectivamente. Apos 48 horas de incubacédo das placas em

estufa a 37°C, foi realizada contagem de UFC mL™ e transformac&o logaritmica (log10).

Anélise estatistica

A viabilidade celular e a atividade de ALP foram analisadas estatisticamente por
meio dos testes two-way ANOVA e Bonferroni post-test. A bioatividade celular (coloragéo
com ARS) e atividade antimicrobiana foram analisadas pelos testes estatisticos de ANOVA e

Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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Resultados

Citotoxicidade: Ensaios de MTT e NR
A Figura 1 mostra os resultados dos ensaios de citotoxicidade. GFB, TF e AHP, em
todas as diluicdes (1:1, 1:2, 1:4, 1:8), ndo mostraram efeitos citotdxicos para as células Saos-2

(P < ,05).
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Figura 1. (A) Ensaio de MTT e (B) Vermelho Neutro (NR) ap6s 24 horas de exposi¢do das
células Saos-2 aos eluidos dos cimentos nas diluicdes (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8). GFB, GuttaFlow
bioseal; TF, TotalFill BC; AHP, AH Plus e grupos controle negativo (meio de cultura D-
MEM) e controle positivo (dgua oxigenada 0,001 M). Letras diferentes representam diferencas
estatisticas entre os eluidos dos cimentos e grupos controle. ANOVA two-way e Bonferroni
post test (P <,05).
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Bioatividade celular: atividade de ALP e colora¢gdo com ARS

A Figura 2 mostra os resultados da atividade de ALP. Nos periodos de 1 e 3 dias, ndo
houve diferenca estatistica significante entre os cimentos avaliados (P > ,05). As células
tratadas com GFB mostraram maior atividade de ALP em contato com Saos-2 apés sete dias

de exposicéo (P <,05).
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Figura 2. Ensaio de citotoxicidade MTT (A) e de bioatividade celular pela atividade de/ ALP (B),
apos 1, 3 e 7 dias de exposicdo das células Saos-2 aos eluidos dos cimentos na dilui¢do de 1:8. GFB,
GuttaFlow bioseal; TF, TotalFill BC; AHP, AH Plus; C; grupo controle negativo (meio de cultura D-
MEM). Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os eluidos dos cimentos e controle
negativo. ANOVA two-way e Bonferroni post test (P < ,05).
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O cimento TF induziu maior deposic¢do de nddulos mineralizados (P < ,05). GFB néo
apresentou diferenca estatistica (P > ,05) e AHP induziu menor deposicdo de nodulos

mineralizados (P < ,05) quando comparados ao grupo controle negativo (Figura 3).
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Figura 3. (a) Ensaio de Coloracdo Vermelho de Alizarina (ARS). Analises estatisticas ap6s 21 dias de
exposicdo das células aos eluidos dos cimentos. (b) Culturas osteogénicas de Saos-2 mostraram
deposicédo de calcio como demonstrado pelo ARS positivo. Letras diferentes representam diferencas

estatisticas entre os eluidos dos cimentos e controle negativo (meio de cultura D-MEM

osteogénico). GFB: GuttaFlow bioseal, TF: TotalFill BC, AHP: AH Plus, CN: controle negativo.
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Potencial bioativo: analise em MEV
TF mostrou maior precipitado de minerais (Escore 3) na sua superficie, seguido de
GFB (Escore 2). AHP ndo mostrou potencial bioativo (Escore 0). As micrografias de cada

grupo estdo representadas na Figura 4.

GFB

TF

AHP . . Escore O

»

\\.«/ "

Figura 4. Ensaio de bioatividade em microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos cimentos ap6s
30 dias de contato com solucdo PBS em estufa a 37°C. O escore de cada material esta diretamente
relacionado com a deposi¢cdo de minerais na superficie. TF mostrou maior precipitado de minerais
(Escore 3), seguido por GFB (Escore 2). AHP ndo mostrou deposicdo de minerais (Escore 0). GFB,
GuttaFlow bioseal; TF, TotalFill BC; AHP, AH Plus.



28

Atividade antimicrobiana: ensaio de cristal violeta e TCD sobre células planctnicas

No ensaio de cristal violeta, TF mostrou maior atividade antimicrobiana contra E.
faecalis e menor acdo sobre o biofilme dual-espécies (P < ,05). GFB e TF mostraram maior
reducdo da biomassa de biofilme de C. albicans, sem diferenca estatistica significante entre
eles (P > ,05), quando comparados ao AHP. N&o houve diferenca estatistica significativa
entre GFB e AHP sobre E. faecalis e biofilme dual-espécies (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo da porcentagem de reducdo da biomassa apds 24 horas de
contato dos eluidos dos cimentos (48 horas) com biofilmes mono- e dual-espécies de E.
faecalis e/ou C. albicans

Grupos GFB TF AHP

E. faecalis 18,53 (+ 4,6)° 52,48 (+ 6,9)° 15,90 (+ 4,09)"
C. albicans 56,57 (+ 9,9)* 52,31 (+ 6,6)° 12,20 (+ 4,9)°
Dual-espécies 20,35 (+ 3,1)* 14,61 (+ 6,4)° 21,43 (£ 3,5)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os grupos. ANOVA e Tukey
(P <,05)

No TCD sobre células plancténicas, TF mostrou maior atividade antimicrobiana
contra E. faecalis e C. albicans (P < ,05), quando comparado aos demais cimentos e ao grupo
C+ (salina). GFB foi estatisticamente semelhante ao cimento AHP e ao C+ sobre E. faecalis.
N&o houve diferenca estatistica significante entre GFB e C+ sobre células plancténicas de
C.albicans (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padréo dos valores de UFC mL™ (log 10) ap6s 1 hora e 30 minutos
de contato direto dos cimentos (24 horas de presa) com células plantdnicas de E. faecalis ou
C. albicans

Grupos GFB TF AHP C+
E. faecalis 7,03(£ 0,41)% 4,29 (+1,24) 7,03 (+ 0,33)° 7,67 (x0,26)°
C. albicans 5,12 (+ 0,42) 0 (x0)° 2,77 (£0,45)" 5,36 (£0,44)*

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os grupos. ANOVA e Tukey
(P <,05)
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Discussao

Testes de viabilidade e bioatividade celular avaliam o dano celular e efeitos bioldgicos
de biomateriais (23). A citotoxicidade foi avaliada por ensaios de MTT e NR, e bioatividade
celular pela atividade de ALP e ensaio ARS em células osteoblasticas Saos-2, de acordo com
Tanomaru-Filho et al. (24). Todos os cimentos avaliados no presente estudo mostraram
citocompatibilidade em contato com células Saos-2, com destaque para GFB, concordando
com estudo prévio (16). TF e AHP também mostraram citocompatibilidade em ensaio MTT
em contato com células imortalizadas de fibroblastos gengivais humanos e com células do
ligamento periodontal (5, 11).

A atividade de ALP permite avaliar o potencial de diferenciacdo das células (25). Nos
periodos de 1 e 3 dias, ndo houve diferenca na atividade de ALP entre os cimentos avaliados.
No entanto, as células Saos-2 em contato com o cimento GFB mostraram maior atividade de
ALP no periodo de 7 dias. No presente estudo, o cimento TF induziu maior deposicdo de
nddulos de mineralizacdo no ensaio de ARS. N&o existem estudos de bioatividade celular dos
cimentos GFB e TF. A bioatividade celular dos materiais € importante, em funcdo do contato
com a regido apical em casos de extravasamentos, além de poder favorecer o reparo e
regeneracao dos tecidos periapicais (13).

No ensaio de bioatividade em MEV, TF mostrou maior deposi¢do de minerais (Escore
3), seguido por GFB (Escore 2), porém novos estudos sdo necessarios para identificacdo dos
minerais depositados. EndoSequence BC mostrou potencial bioativo com deposicdo de
minerais contendo ions célcio e fosfato na analise em MEV/EDX (10). Potencial bioativo do
GFB pode ser explicado pela incorporacdo de particulas de silicato de céalcio nos
componentes de guta-percha e polidimetilsiloxano do cimento, que em contato com os fluidos
formam cristais de hidroxiapatita (13, 16). Maior deposicdo de precipitado mineral foi
observado para TF, uma vez que cimentos biocerdmicos a base de silicato de calcio
demonstram hidratacdo e producéo de hidroxido de calcio, necessario para induzir a formacao
de tecido mineralizado tais como os ions célcio, essenciais para a formacéo de hidroxiapatita
favorecendo o reparo apical (24). A composi¢do do TF com silicato de célcio, fosfato de
calcio monobéasico e hidroxido de célcio, além de Oxido de zirconio, justificam sua
bioatividade (9). TF mostrou maior bioatividade em MEV, quando comparado ao cimento
AHP (10). O cimento Endosequence BC, que apresenta mesma composicdo que o TF,
apresenta reacao de hidratacdo com formacé&o de silicato de célcio e hidréxido de célcio que

promovem a formacdo de hidroxiapatita (9). A deposicdo de hidroxiapatita induz formacéo
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de tecido mineralizado apical, contribuindo no processo de reparo (26). Endosequence BC
demonstra bioatividade, a qual foi menor que MTA e Biodentine (27) e também demonstra
habilidade de deposicdo de fosfato de calcio por andlise em espectroscopia de energia
dispersiva EDS (28).

A atividade antimicrobiana dos cimentos endoddnticos foi avaliada sobre células
plantonicas e biofilme de Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans. Esses micro-
organismos sao frequentemente isolados de dentes com infeccBes periapicais persistentes e
em caso de insucesso do tratamento endodontico (1). E. faecalis ndo faz parte da microbiota
comum dos sistemas de canais radiculares, no entanto, quando presente, demonstra resisténcia
ao tratamento endodéntico (29). C. albicans é a espécie flngica encontrada em cepas puras
isoladas ou em associacdo a bactérias Gram-positivas e negativas. Essa espécie fangica possui
a capacidade de invadir e aderir em tabulos dentinarios sobrevivendo a condi¢fes ambientais
severas (18). Esses micro-organismos sdo comumente encontrados na forma de biofilme o que
Ihes garante maior resisténcia aos agentes antimicrobianos quando comparados ao estado
planctonico (30). O estudo da acdo antimicrobiana dos cimentos endoddnticos € importante
para avaliar sua eficacia contra esses patdgenos, de forma a prevenir e combater as infeccdes
associadas que levam ao insucesso do tratamento.

No presente estudo, TF mostrou atividade antimicrobiana sobre células plancténicas e
biofilme de E. faecalis e C. albicans. TF demonstra maior efetividade contra E. faecalis
guando comparado ao cimento AHP sobre células planctdnicas (12). GFB e AHP mostraram
maior atividade antimicrobiana sobre o biofilme dual-espécies. Guttaflow 2 e Roekoseal (com
composigdes similares ao GFB) ndo mostraram atividade antimicrobiana contra E. faecalis e
AHP mostrou maior efetividade contra E. faecalis na forma de células planctdnicas e biofilme
(31). No presente estudo, AHP foi estatisticamente semelhante ao GFB contra biofilme e
células plancténicas de E. faecalis e biofilme dual-espécies, que sugere que a propriedade
antimicrobiana do cimento GFB foi melhorada em comparagdo a formulacdo anterior
(Guttaflow 2). Porém, até o presente momento, ndo ha estudos na literatura que avaliem a
atividade antimicrobiana do cimento GFB. A sua atuacdo sobre biofilmes residuais podem
favorecer o sucesso do tratamento endoddntico (30).

Em conclusdo, todos os cimentos mostraram biocompatibilidade. TF e GFB
mostraram bioatividade celular e potencial bioativo, com destaque para o cimento TF. TF
mostrou eficacia sobre E. faecalis e C. albicans e GFB mostrou ser mais efetivo sobre

biofilme dual-espécies.
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3.2 Publicacéo 2

Propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade, bioatividade celular, potencial bioativo e
efeito antimicrobiano de cimentos & base de silicato de célcio: NeoMTA Plus e MTA

Fillapex®

Resumo

Objetivo Avaliar algumas propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade, bioatividade celular,
potencial bioativo e atividade antimicrobiana dos cimentos NeoMTA Plus® (NMTAP) e
MTA Fillapex (MTAF), em comparagdo ao AH Plus (AHP).

Metodologia Tempo de presa (TP) e escoamento foram avaliados segundo norma 1SO-6876.
pH foi avaliado em diferentes periodos e a solubilidade pela porcentagem de perda de massa.
Radiopacidade foi avaliada por andlise radiografica em milimetros de aluminio (mmAl).
Alteragdo volumétrica (AV) foi avaliada em micro-CT. Células humanas Saos-2 foram
utilizadas para avaliacdo da citotoxicidade por meio dos ensaios de metiltetrazélio (MTT) e
vermelho neutro (NR), e da bioatividade celular pela atividade da fosfatase alcalina (ALP) e
vermelho de Alizarina (ARS). O potencial bioativo foi avaliado em MEV. A eficacia
antimicrobiana foi avaliada pelos testes de contato direto sobre células planctdnicas e sobre
biofilme de E. faecalis e/ou C. albicans. Os dados fisico-quimicos, do ensaio ARS e atividade
antimicrobiana foram analisados pelos testes ANOVA e Tukey; e de citotoxicidade e
atividade de ALP pelos testes ANOVA-two-away e Bonferroni (o= 0,05).

Resultados MTAF mostrou maior TP, escoamento, solubilidade, AV, citotoxicidade, menor
radiopacidade e atividade sobre células planctonicas de C. albicans. NMTAP apresentou
maior pH, citocompatibilidade, bioatividade celular, potencial bioativo e acdo antibiofilme
sobre C. albicans e biofilme dual-espécies.

Conclusdes NMTAP apresenta propriedades fisico-quimicas adequadas, biocompatibilidade,
bioatividade celular, potencial bioativo e atividade antibiofilme, porém menor escoamento e
radiopacidade. MTAF apresenta reducdo volumétrica, radiopacidade inferior e solubilidade
superior as recomendacdes 1SO, citotoxicidade e maior efetividade sobre células planctdnicas
de C. albicans.

Palavras-chave: bioatividade, biofilme, citotoxicidade, micro-CT, silicato de célcio.

* Artigo que ser& submetido ao periddico International Endodontic Journal
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Introducéo

Mineral Triéxido Agregado (MTA) é composto basicamente por silicato tricalcico e silicato
dicélcico, e indicado para tratamentos reparadores em Endodontia (Mestieri et al. 2015).
Novos cimentos a base de silicato de calcio sdo indicados como material obturador (Prati &
Gandolfi 2015). NeoMTA Plus® (NMTAP) e MTA Fillapex® (MTAF) sdo cimentos
endoddnticos & base de silicato de calcio. A primeira formulacdo do MTAF (Angelus
Solucdes Odontologicas, Londrina, PR, Brasil) € composta de resina salicilato, resina natural,
oxido de bismuto, nanoparticulas de silicae MTA (Viapiana et al. 2016).

Altos valores de escoamento e baixa radiopacidade foram observados para o
MTAFillapex (Lee et al. 2017, Tanomaru-Filho et al. 2013), porém dentro dos limites
recomendados pelas normas ANSI/ADA ¢ ISO que estabelecem com valores minimos de >20
mm e >3 mmAl, respectivamente. Também foram relatados para o MTAF radiopacidade
(6,73 mmAl) e solubilidade semelhantes ao cimento AHP (Prullage et al. 2016). Porém,
MTAF mostrou maior citotoxicidade quando comparado a outros cimentos, tais como
Endosequence BC, MTA Plus e FillCanal (Baraba et al. 2016, Mestieri et al. 2015). Em sua
nova formulacéo, o agente radiopacificador 6xido de bismuto foi substituido por tungstato de
calcio. Para esta versdao do material foram observados pH alcalino, tempo de presa longo e
solubilidade elevada quando comparado ao AHP (Siboni et al. 2017b), e demonstrou
potencial bioativo por analise em microscopia eletrdnica de varredura — MEV (Siboni et al.
2017b).

NMTAP (Avalon Biomed Inc™ - Bradenton, FL, USA) é composto de pé de silicato
di- e tricalcico, sulfato de célcio, silica e 6xido de tantalo, e o gel é a base de agua com
agentes espessantes e polimeros sollveis em agua, sendo sua formulacdo semelhante ao MTA
Plus, que apresenta como radiopacificador 6xido de bismuto (Camilleri 2015, Tanomaru-
Filho et al. 2017b). As indicacBes do material incluem terapia pulpar de dentes vitais
(capeamento pulpar, pulpotomia), reparo radicular (reabsor¢do ou perfuracéo) e uso como
cimento obturador endodontico. O material deve ser manipulado nas proporgdes pé/liquido de
1:1 e 4:1, de acordo com as indicagbes como cimento obturador ou reparador,
respectivamente. Como cimento obturador, NMTAP mostrou propriedades de radiopacidade,
pH, tempo de presa, porosidade e solubilidade similares ao MTA Plus, conforme normas 1SO
6876-2012 (Siboni et al. 2017a). Este material demonstra elevada capacidade de liberar ions
calcio e hidroxila que mantém a formacéo de fosfato de calcio (Siboni et al. 2017a), essencial

para a deposi¢do de hidroxiapatita (Tran et al. 2016). Além disso, como material reparador
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mostrou ser biocompativel (Tomas-Catala et al. 2017) e no ensaio de ARS mostrou
significativa producgdo de nodulos de mineralizagcdo quando comparado ao MTA (Tanomaru-
Filho et al. 2017a). Estudos sdo necessarios para avaliar a alteracdo volumétrica e atividade
antimicrobiana do material.

O presente estudo visa avaliar as propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade,
bioatividade celular, potencial bioativo e atividade antimicrobiana dos cimentos NMTAP e
MTAF em sua nova formulacdo. A hipotese nula é que ndo ha diferenca nas propriedades
fisico-quimicas, bioldgicas (citotoxicidade e bioatividade) e antimicrobiana dos cimentos
NMTAP e MTAF, quando comparado ao cimento AH Plus (AHP).

Materiais e métodos

Os cimentos endodonticos avaliados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Cimentos endoddnticos, numero de lote/data de validade, propor¢do, composicéo e

seus respectivos fabricantes

Cimento Namero de lote e Proporcéo Fabricante Composicao

obturador data de validade pore POsIG

NeoMTA Plus 2014090301 0,339 p6 Avalon Biomed Inc™  PO: silicato di- e tricalcico, st_JIfato de cél_cio, silica,

(NMTAP) 2017-06 150 uL gel - Bradenton, FL, USA  tantalo. Gel aquoso: nao descrito pelo fabricante.
Base: Resina Salicilato, Resina Natural, Tungstato de

MTA-Fillapex 38108- Ref 8288 Angelus Solugdes  Calcio,  Silica  Nanoparticulada,  Pigmentos;

(MTAF) 2017-11 1:1 Od(_)ntologlcas, ) Catalisador: Resina Diluente, Mineral Trioxido

Londrina, PR, Brasil  Agregado, Silica Nanoparticulada, Pigmentos.

Pasta A: resina epoxi bisfenol-A e bisfenol-F,

AH Plus (AHP) 1401000822 11 g;r;)t;plﬁg]z'gﬁz tungstato de calcio (TC), OZr, silica, 6xido de ferro.
2015-10 ’ Alémanha ' Pasta B: dibenzil-diamina, aminoadamantano, TC,

OZr, silica, silicone.

Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas

Tempo de presa (ISO 6876-2012). Moldes de gesso medindo 10 mm de didmetro interno e 1
mm de altura foram imersos em agua durante 24 horas a 37°C e depois preenchidos com cada
material (n = 6). Agulha Gilmore com massa de 100 + 0,5 g e didametro de 2,0 = 0,1 foi
apoiada na superficie do cimento a cada periodo de tempo padronizado. Os materiais foram
mantidos em estufa a 37°C e 95% de umidade. Tempo de presa (TP) dos cimentos foi
determinado como o tempo, em minutos, entre a manipulagdo do material e 0 momento em
gue ndo foram observadas marcas de agulha na superficie do cimento.

Radiopacidade. Espécimes (n = 5) medindo 10 mm de didmetro por 1 mm de espessura,
foram confeccionados para cada material avaliado. Cada espécime foi posicionado em 5

filmes radiogréaficos oclusais (Insight-Kodak Comp, Rochester, NY) e expostos, juntamente
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com uma escala de aluminio com espessura variavel (de 2 a 16 mm, em incrementos de 2
mm). Aparelho de raio-X Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finlandia) foi operado a
60 kV, 7 mA, 0,32 pulsos por segundo, e a uma distancia foco-filme de 33 cm. Os filmes
foram processados em um processador automatico padrao (Dent-X 9000; Dent-X, Elmsford,
NY). As radiografias foram digitalizadas e as imagens foram importadas para o software
Image Tool 3.0 (University of Texas Health Science Center em San Antonio [UTHSCSA],
San Antonio, TX). A radiopacidade dos cimentos avaliados foi estimada a partir da espessura
de aluminio (em mm). Os valores registrados para cada espécime foram calculados para obter
um valor anico em mmAl (Tanomaru-Filho et al. 2007).

Solubilidade (ANSI/ADA 2000) modificada. Moldes de silicone medindo 1,5 mm de altura e
7,75 mm de diametro (Carvalho-Junior et al. 2007) foram preenchidos com cada um dos
cimentos avaliados (n = 6). Um fio de nylon foi incorporado no cimento fresco. Para os
cimentos a base de silicato de célcio que requerem umidade para a reacdo de presa, gazes
molhadas foram colocadas na superficie. Os espécimes foram mantidos em estufa a 37°C e
95% de umidade por 3 vezes o TP. Os espécimes foram removidos dos moldes, colocados em
desumidificador até estabilizacdo da massa (10 dias) e pesados em balanca analitica de 0,0001
g de precisdo (Adventurer - Ohaus, Modelo AR2140 - Industria de balancas Ltda., S&o
Bernardo do Campo, SP, Brasil) para obter a massa inicial. Em seguida, eles foram colocados
em frascos de plastico fechados contendo 7,5 mL de agua destilada. Os espécimes foram
colocados nos recipientes com fios de nylon e mantidos em estufa a 37°C durante 7 dias. Apds
este periodo, foram lavados em agua destilada e colocados em um desumidificador até a
estabilizacdo e obtencdo da massa final. A solubilidade dos materiais correspondeu a perda de
massa de cada amostra expressa em percentagem.

pH. Tubos de polietileno (Embramed Ind. Com., So Paulo, SP, Brasil) medindo 10 mm de
comprimento e 1,6 mm de diametro foram preenchidos com cada material (n = 10). Os tubos
foram imersos em frascos de plastico contendo 10 mL de &gua deionizada. Os frascos foram
fechados e mantidos em uma estufa a 37°C. Foram realizadas medi¢6es de pH nos periodos de
1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias, com troca para novo tubo a cada periodo. O pH da solucdo foi
analisado em cada periodo usando pHmetro digital previamente calibrado (Digimed, Sao
Paulo, Brasil). Apos cada medicdo (em triplicata), o pH medio de cada espécime em cada
grupo e periodo experimental foi calculado.

Escoamento (ISO 6876-2012). Ap6s a manipulacdo do cimento, 0,05 mL do material foi
colocado no centro de uma placa de vidro usando uma seringa graduada (n = 10). A 180 £5

segundos apds o inicio da manipulagéo, outra placa de vidro (20 g) foi colocada na placa com
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0 cimento e 100 g de peso foi colocada na placa de vidro superior que permaneceu por 10
minutos. Apoés esse periodo, os didmetros maximo e minimo do material na placa de vidro
foram medidos usando um paquimetro digital (Mitutoyo, Tokyo, Japan). Quando foi
observada uma diferenca de menos de 1 mm entre os didmetros, o valor médio foi usado.
Uma segunda avaliacdo foi feita fotografando o material na placa ao lado de uma régua
milimétrica. As imagens obtidas foram avaliadas usando o Software Tool 3.0 (UTHSCSA,
San Antonio, TX) para obter a 4rea de escoamento do material expresso em mm? (Tanomaru-
Filho et al. 2007).

Alteracao volumétrica: microtomografia computadorizada (micro-CT)

Foram confeccionados corpos-de-prova dos cimentos medindo 5 mm de diametro e 3 mm de
altura (n = 6) por um Unico operador treinado e calibrado, e mantidos em estufa a 37°C e
umidade relativa por 3 vezes o tempo de presa. Para a presa dos cimentos NMTAP e MTAF,
uma gaze Umida foi colocada sobre os materiais. Posteriormente, os espécimes foram
escaneados por micro-CT (Bruker-MicroCT 1176, Kontich, Belgium). Os espécimes foram
imersos em &gua destilada durante 7 e 30 dias e foram escaneados novamente apds 0s
periodos experimentais. O procedimento de digitalizacdo foi realizado com os seguintes
parametros radiograficos: 50 kV de voltagem e 500 YA, filtro de aluminio de 0,5 mm, voxel
isotropico de 18 um e um ciclo de evolucdo de 360°. A reconstrucdo das imagens foi
realizada com o software NRecon (V1.6.4.7; Bruker-MicroCT) de forma padronizada e foram
utilizados os mesmos pardmetros para 0 mesmo material nos diferentes periodos. As imagens
reconstruidas foram sobrepostas nos diferentes periodos usando o programa Data Viewer
(V1.5.2.4; Bruker- MicroCT). As imagens foram analisadas com o software CTAn (V1.11.8;
Bruker-MicroCT). O volume total dos cimentos nas cavidades foi calculado em cada intervalo
de tempo (Tanomaru-Filho et al. 2017Db).

Avaliacdo da citotoxicidade e bioatividade celular

Cultura celular e preparacéo dos eluidos

Os osteoblastos Saos-2 (ATCC HTB-85) foram cultivados em T-75 frascos (Jet Biofil®,
Guangzhou, Luokan, China) contendo meio de cultura Dulbecco modificado (DMEM; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, Gibco,
Life Technologies, Grand Island, NY, EUA), penicilina (100 Ul mL™), estreptomicina (100 g
mL™) & 37°C, 95% de atmosfera Gmida e 5% de CO, até a confluéncia. Os cimentos foram

colocados no fundo de uma placa de 12 pogcos com &rea de 314,0 mm? e 3,0 mm de altura (Jet
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Biofil®) e hidratados. As placas foram mantidas & 37°C, por 48 horas para permitir a presa
completa dos materiais, expostos a luz ultravioleta-UV durante 30 minutos para
descontaminacdo (Katara et al. 2008) e 5 mL do meio de cultura de DMEM sem soro fetal
bovino foi colocado em cada pogo da placa em que o material foi acomodado e mantido
durante 24 horas a 37°C, 95% umidade e 5% de CO, para obtencdo dos eluidos. DMEM sem
soro foi usado como controle negativo e controle positivo com 0,001 M de agua oxigenada.

AHP foi usado como material de referéncia.

Ensaios de viabilidade celular: MTT e vermelho neutro (NR)

A viabilidade celular foi avaliada pelos ensaios de 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) e NR (Repetto et al. 2008). Saos-2 foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° células mL™ em placas de 96 pocos (Jet Biofil®) contendo DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e cultivado por 24 horas em 37 ° C, 95% de
umidade e 5% de CO; até a confluéncia. As células foram expostas aos eluidos dos cimentos
nas dilui¢bes 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8 e controles por 24 horas. Para 0 ensaio MTT, os eluidos dos
cimentos foram substituidos com 100 pL de 5 mg mL™ do sal de MTT e as células seguiram
para incubagéo & 37 ° C, 95% umidade e 5% de CO, por 3 horas. Posteriormente, o contetdo
do poco foi removido e o produto colorimétrico solubilizado em 100 pL de isopropanol
acidificado 0,04N (Sigma-Aldrich). As densidades oOpticas das solucdes foram medidas em
espectrofotdbmetro UVM 340 (ASYS, Nova Analitica Importacdo e Exportacdo Ltda., SP,
Brasil) a 570 nm. Trés experimentos independentes foram realizados. O ensaio de NR foi
realizado depois que as células foram expostas aos eluidos dos cimentos nas diluicdes 1:1,
1:2, 1:4 e 1:8. Os eluidos foram substituidos por 0,1 mL de meio DMEM contendo 50 pg mL"
! da solucéo de NR (Sigma-Aldrich). e incubados a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO, por 3
horas. Entdo, o contetdo do poco foi removido e o produto colorimétrico solubilizado em 100
pL da mistura de solucédo de etanol - 50% de etanol e 1% &cido acético (Sigma-Aldrich). As
densidades oOpticas das solu¢Bes foram medidas em um espectrofotémetro (UVM 340) a 570

nm. Trés experimentos independentes foram realizados.

Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade da ALP foi avaliada usando o kit comercial (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). O
principio do método é a hidrolise do monofosfato de timolftaleina pela fosfatase alcalina
produzida pelas células, que liberara a cor azul da timolftaleina em meio alcalino (Roy 1970).
Células (7x 10 células mL™) foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos e expostas

aos eluidos dos cimentos (diluicdo 1: 8) pelos periodos de 1, 3 e 7 dias. Os eluidos dos
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materiais foram renovados a cada 2 dias. ApoOs cada periodo experimental, as células foram
lavadas com 200 pL de PBS, seguido da adigdo de 200 puL de uma solugéo 0,1% de lauril
sulfato de sodio (Sigma-Aldrich) para cada poco. As amostras foram deixadas durante 30
minutos a temperatura ambiente. Cada amostra (12,5 pL) foi transferida para um microtubo
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) contendo substrato e a enzima. A absorbancia foi medida
em um espectrofotdbmetro a 590 nm. Trés experimentos independentes foram realizados. Os
dados foram expressos como atividade de ALP normalizada com o numero de células viaveis

detectadas no ensaio MTT no respectivo periodo (Westgard et al. 1981).

Ensaio de mineralizacéo: coloracdo com vermelho de alizarina (ARS)

Com a finalidade de identificar depoésitos de célcio in vitro, foi realizada a técnica de
coloragdo com ARS (Sigma-Aldrich). As células foram plaqueadas (1 x 10* células mL™) em
placas de cultura de 24 pocos (Jet Biofil®). Durante 21 dias, o meio de cultura D-MEM
osteogénico (D-MEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 mg/mL estreptomicina; 0,023
g/mL B-glicerolfosfato; 0,055 mg/mL &acido ascorbico) foi renovado a cada 2 dias. Ap0s este
periodo, o meio foi aspirado, os pocos lavados com PBS 1x e as células foram fixadas com
etanol 70% (Sigma-Aldrich) em temperatura de 4°C por 1 hora. As monocamadas foram
entdo lavadas duas vezes com agua destilada anteriormente a adicdo de 0,5 mL 40 mM
AlizarinRed S (2%- pH 4.1). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 2
minutos. Apés a aspiracdo do corante, os pocos foram lavados 5 vezes com 1 mL de agua
destilada/poco. Para quantificacdo da mineralizacdo, os nddulos foram dissolvidos com 500
puL da solucdo de 10% de cloreto de cetilpiridineo (Sigma/Aldrich) por poco, seguido da
incubagdo por 15 minutos sob agitagdo a temperatura ambiente. Trés aliquotas de 100 pL da
suspensdo de cada pogo foram transferidos para placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em
espectofotometro com filtro de 562 nm de comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom-

MikroWin 2000). Trés experimentos independentes foram realizados.

Avaliacao do potencial bioativo em MEV

Todos os cimentos foram manipulados, compactados em moldes de silicone (1 mm de
espessura e 5 mm de didmetro) e deixados em estufa a 100% de umidade e 37°C por 7 dias.
Apbs esse periodo, os corpos de prova (n = 2) permaneceram imersos no PBS 1x e incubados
a 37°C durante 30 dias. As amostras foram fixadas e desidratadas para analise microestrutural
da superficie, tiveram suas superficies metalizadas com carbono para sua analise em
microscopio eletrénico de varredura (MEV). Foram analizadas 6 areas de cada espécime de

forma padronizada, totalizando 12 areas.
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O precipitado de minerais foi classificado empregando sistema de escores: Escore O-
nenhum precipitado de minerais na superficie do material, Escore 1- alguns pontos de
cobertura da superficie do material por precipitado de minerais, Escore 2- alguns pontos da
superficie de cada imagem nédo coberta por precipitado de minerais, Escore 3- total cobertura

da superficie por precipitado mineral, Escore 4- formac&o de cristais de hidroxiapatita.
Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Teste de contato direto dos eluidos dos cimentos sobre biofilme: Ensaio cristal violeta

A acdo das solugdes sobre a biomassa dos biofilmes mono- e dual-espécies de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e/ou Candida albicans (ATCC 10231) foi avaliada por
meio do ensaio de cristal violeta. Os biofilmes foram formados em placas de cultura celular
de 96 pocos pelo periodo de 72 horas (E. faecalis) e 48 horas (C. albicans e biofilme dual-
espécies), com meio de cultura Triptic soy broth — TSb (Difco Detroit, MI, EUA)
suplementado com D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich) para E. faecalis e em meio de cultura
Brain Heart Infusion — BHI (Difco Detroit, MIl, EUA) para C. albicans e dual-espécies. O
ajuste da densidade Optica foi realizado em espectrofotdmetro (600 Plus, Femto, SP) na
concentracdo de 1 x 108 UFC mL™.

Os cimentos foram manipulados segundo indicacdes dos fabricantes, onde 7,5 + 0,5
mm de didmetro x 1,5 £ 0,5 mm de altura dos materiais ficaram em contato com 2 mL de
solucdo salina por 48 horas em estufa a 37°C, quando os eluidos finais foram recolhidos.
Apos periodo de formacdo dos biofilmes, o conteldo de cada poco foi aspirado e 0s pocos
foram lavados 3 vezes com 200 uL de PBS 1x (pH 7,2). Em seguida, foram aplicados 200 pL
dos eluidos dos cimentos em cada poco e deixados em estufa por 24 horas a 37°C. Ap0s esse
periodo os eluidos foram removidos e cada poc¢o foi lavado com PBS 1x. As placas foram
secas a temperatura ambiente por 24horas. A seguir, 0S micro-organismos aderentes foram
corados com 200 pL da solucéo de cristal violeta a 0,1% (LabSynth, Diadema, SP, Brasil) por
20 minutos em temperatura ambiente. O excesso do corante foi enxaguado por lavagem com
agua destilada. As placas foram secas a temperatura ambiente e o corante ligado as células
aderentes foi solubilizado com 200 uL de acido acético a 33%. Para quantificar a biomassa de
biofilme remanescente apos o tratamento, foi medida a absorbancia (590 nm) usando leitor de
microplacas UVM 340 (ASYS, Nova Analitica Importagdo e Exportagdo Ltda., SP, Brasil).
Para o controle positivo foi utilizada a solugéo salina, em substitui¢do aos eluidos do cimento.
Meio de cultura estéril foi o controle negativo. As dados foram expressos em porcentagem de
reducdo da biomassa.
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Teste de contato direto (TCD) sobre células planctonicas

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos (uma para cada cepa microbiana) onde os materiais
foram manipulados e inseridos de forma padronizada na parede lateral do pogo (0,15 + 0,025
gramas). Apos a inser¢do do material, as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24
horas para presa do material. Na sequéncia, as placas foram mantidas durante 30 minutos
expostas a luz UV para descontaminacdo dos cimentos, em seguida 10 uL de cada in6culo foi
depositado sobre o cimento. Houve um grupo controle positivo, no qual foi adicionado
somente o indculo. As placas foram mantidas em estufa a 37°C durante 1 h e 30 min.

Apdbs periodo de
contato e incubacdo, foram adicionados 250 pL de TSb em cada pogo da placa contaminada
com E. faecalis e Sabouraud Dextrose broth — SDb (Difco Detroit, MI, EUA) nos pocos da
placa contaminados com C. albicans. Posteriormente, foi realizada a diluigdo decimal seriada
e a semeadura em placas contendo Triptic soy agar (TSa) e Sabouraud Dextrose agar (SDa),
respectivamente. Apds 48 horas de incubacdo das placas em estufa a 37°C, foi realizada

contagem de UFC mL™ e transformacéo logaritmica (log10).

Andlise estatistica

Tempo de presa (TP), radiopacidade, solubilidade, pH, escoamento, alteracdo volumétrica
(AV) em Micro-CT, formacdo de nodulos mineralizados (ARS) e atividade antimicrobiana
foram analisadas pelos testes estatisticos de ANOVA e Tukey. A viabilidade celular e a
atividade de ALP foram analisadas por meio dos testes two-way ANOVA e Bonferroni post-

test. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.
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Resultados

Propriedades fisico-quimicas

Os resultados da avaliagdo das propriedades fisico-quimicas estdo representados na Tabela 2.
MTAF mostrou maior tempo de presa e solubilidade (P < 0,05). NMTAP e MTAF mostraram
valores inferiores de radiopacidade (P < 0,05), comparados ao AHP. MTAF teve maiores
valores de escoamento (P < 0,05). MTAF mostrou maior reducdo volumétrica nos dois
periodos avaliados (P < 0,05). NMTAP mostrou maior ganho volumétrico aos 7 e 30 dias,

seguido de AHP que teve ganho de volume aos 7 dias e reducéo aos 30 dias.

Tabela 2 Média e desvio padrdo dos valores de tempo de presa, radiopacidade, solubilidade,
escoamento e alteracdo volumétrica observados em diferentes cimentos endoddnticos

Testes AHP NMTAP MTAF
Tempo de presa (minutos) 384.0 (+ 0.0)° 236.2 (£ 9.15)° 420.5 (+ 6.03)
Radiopacidade (mmAl) 9.13 (+ 0.44) 2.71 (+ 0.20)° 2.61 (+ 0.05)°

Solubilidade 7 dias

(% perda de massa) 0.039 (+ 0.048)° -0.52 (+1.68)°  30.39 (+ 3.23)°
Escoamento (mm) 21.41 (£ 1.14)" 14.24 (£ 1.01)° 28.38 (+ 0.95)°
Escoamento (mm?) 407.2 (+ 114.2)° 187.7 (£ 33.71)°  652.9 (+ 58.46)"
Alteragdo volumétrica 7 dias (%) 0.2827 (+0.1311)" 1.149 (+ 0.4110)°  -2.032 (+1.090)

Alteracdo volumétrica 30 dias (%) -0.5281 (+0.09783)° 1.126 (+0.5555)"  -4.271 (+1.802)°

AH Plus (AHP), NeoMTA Plus (NMTAP), MTA-Fillapex (MTAF). mmAl = milimetro de Aluminio; % perda de massa =
porcentagem de perda de massa. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa.

A Fig. 1 representa uma imagem tridimensional (3D) da sobreposi¢cdo das imagens

reconstruidas do cimento NMTAP nos diferentes periodos (7 e 30 dias).
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Figura 1 Sobreposicdo realizada no programa CTVol (V2.0; Bruker-MicroCT) das imagens
reconstruidas do cimento NMTAP: (A) Imagens sobrepostas do periodo inicial (cor verde) e 7

dias (vermelho); (B) Imagens sobrepostas do periodo inicial (cor verde) e 30 dias (vermelho).

NMTAP teve maiores valores de pH em todos os periodos, seguido por MTAF (P < 0,05).

AHP ndo mostrou diferenca do controle (P < 0,05) conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 Valores de pH (média e desvio padrdo) observados nos diferentes periodos

experimentais

Periodos AHP NMTAP MTAF Controle
experimentais

1 dia 6.58 (+ 0.16)° 10.42 (+0.31)° 7.95(+0.46)° 6.65 (+ 0.24)°
3 dias 6.5 (+0.22)° 948 (x0.61)7° 7.10 (x0.10)° 6.64 (+ 0.09)°
7 dias 6.23 (+0.39)° 10.26 (+0.30)° 7.16 (+0.10)°  6.45 (+0.26)°
14 dias 6.42 (+0.43° 10.00 (0527 7.92 (+0.18)° 6.42 (+0.21)
21 dias 6.36 (+ 0.36)° 9.37 (+0.36) 7.83 (+0.10)° 6.68 (+ 0.13)°
28 dias 6.07 (+0.39)° .24 (+0.400 7.57 (x0.11)° 6.35 (+ 0.29)°

AH Plus (AHP), NeoMTA Plus (NMTAP), MTA-Fillapex (MTAF), Controle = 4gua destilada e deionizada.
Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa.
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Citotoxicidade: Ensaios de MTT e VN
Nos ensaios de MTT e VN, Saos-2 em contato com o MTAF mostraram menor viabilidade
celular em comparacdo com os demais cimentos em todas as diluicdes avaliadas e com o

controle negativo (P < 0,05), conforme Figura 2.
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Figura 2 (A) Ensaio de MTT e (B) Vermelho Neutro (NR) apds 24 horas de exposi¢do das células
Saos-2 aos eluidos dos cimentos nas diluigdes (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:24). MTAF, MTA-Fillapex;
NMTAP, NeoMTA Plus; AHP, AH Plus; e grupos controle negativo (meio de cultura D-MEM) e
controle positivo (dgua oxigenada 0,001M). Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre
os eluidos dos cimentos e grupos controle, ANOVA two-way e Bonferroni post test (P < 0,05).
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Bioatividade celular: atividade de ALP e ensaio de mineralizacdo (ARS)

NMTAP e AHP mostraram maior atividade de ALP no periodo de 7 dias (P < 0.05) em
relagdo ao grupo controle. MTAF apresentou menor atividade de ALP nos periodos de 1 e 7

dias (P < 0.05) quando comparados ao controle, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3 Ensaio de citotoxicidade MTT (A) e de bioatividade celular pela atividade de ALP (B), ap6s
1, 3 e 7 dias de exposicdo das células Saos-2 aos eluidos dos cimentos na diluicdo de 1:24. MTAF,
MTA Fillapex; NMTAP, NeoMTA Plus; AHP, AH Plus; C: grupo controle negativo (meio de cultura
D-MEM). Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os eluidos dos cimentos e
controle negativo. ANOVA two-way e Bonferroni post test (P < 0,05).



47

A Figura 4 mostra os resultados do ensaio de mineralizacdo (ARS). Os cimentos
NMTAP e AHP induziram maior deposi¢do de ndédulos mineralizados quando comparados ao

grupo controle (P < 0,05). MTAF néo apresentou diferenca estatistica significante em relacéo
ao controle (P > 0.05).
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Figura 4 (a) Ensaio de Coloracdo vermelho de alizarina (ARS). Andlises estatisticas apos 21 dias de
exposicdo das células aos eluidos dos cimentos. (b) Culturas osteogénicas de Saos-2 mostraram
deposicdo de calcio como demonstrado pelo ARS positivo. Letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significante entre os eluidos dos cimentos e grupo controle (meio de cultura D-
MEM osteogénico). NMTAP, NeoMTA Plus; MTAF, MTA FillapexAHP, AH Plus; CN: grupo

controle negativo.
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Potencial bioativo: analise em MEV

NMTAP mostrou maior deposi¢do de minerais (Escore 4), seguido por MTAF (Escore 2).

AHP ndo mostrou potencial bioativo (Escore 0), conforme Figura 5.
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Figura 5 Ensaio de bioatividade em microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos cimentos ap6s 30
dias de contato com solucdo PBS. NMTAP apresentou escore 4, com maior deposicdo de minerais,
seguido por MTAF que mostrou menor deposi¢do de minerais (escore 2). A analise em Espectroscopia
Dispersiva de Raio-X (EDX) do cimento NMTAP monstrou deposicdo de ions fosfato do material.
AHP ndo mostrou potencial bioativo (escore 0). NMTP, NeoMTA Plus; MTAF, MTA Fillapex; AHP,

AH Plus.



49

Atividade antimicrobiana: ensaio cristal violeta e TCD sobre células planctdnicas

No ensaio de cristal violeta, NMTAP mostrou maior atividade antimicrobiana contra E.
faecalis e biofilme dual-espécies quando comparado ao MTAF (P < 0,05). NMTAP e MTAF
mostraram efetividade contra C. albicans, sem diferenca estatistica significante entre eles
(Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio padrdo da porcentagem de reducdo da biomassa apds 24 horas de
contato dos eluidos dos cimentos (48 horas) com biofilmes mono- e dual-espécies de E.
faecalis e/ou C. albicans

Grupos NMTAP MTAF AHP

E. faecalis 13,46 (+ 5,6)° 5,58 (+ 2,4)" 14,77 (+ 4,2)°
C. albicans 21.36 (+ 10,2) 13,0 (£ 5,4)® 12,20 (+ 4,9)°
Dual-espécies 42,40 (+ 3,8) 15,36 (£ 3,3)° 22,05 (+ 2,9)°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os grupos. ANOVA e Tukey
(P <0,05).

Os resultados do TCD sobre células planctonicas estdo representados na Tabela 5.
Todos os cimentos mostraram reducdo da contagem bacteriana quando comparados com o
grupo C+ (P < 0,05), exceto o AHP sobre E. faecalis (P > 0,05). NMTAP foi mais efetivo
contra E. faecalis e MTAF mostrou eliminacdo completa de C. albicans. N&o houve diferenca
estatistica significativa entre NMTA e AHP sobre C. albicans (P > 0,05).

Tabela 5. Média e desvio padréo dos valores de UFC mL™ (log 10) ap6s 1 hora e 30 minutos
de contato direto dos cimentos (24 horas de presa) com células plantdnicas de E. faecalis ou
C. albicans

Grupos NMTAP MTAF AHP C+
E. faecalis 541 (£0,69)° 6,63 (£0,30)* 7,15 (+0,32)* 7,67(+0,23)°

C.albicans 3 41(+0,80)"° 0 (+0)° 3,18(+0,62)" 5,33 (+0,47)°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os grupos. ANOVA e Tukey
(P <0,05).
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Discussao

A hipotese nula neste estudo foi rejeitada porque ha diferencas nas propriedades fisico-
quimicas, bioldgicas e antimicrobianas dos cimentos NMTAP e MTAF, quando comparados
ao cimento AHP.

Cimentos obturadores a base de MTA e silicato de célcio sdo desenvolvidos visando
associar adequadas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas para obturacdo dos canais
radiculares (Baraba et al. 2016). O tempo de presa adequado é de 30 minutos a 72 horas (ISO
6876-2012) ou com variagdo menor que 10% do tempo determinado pelo fabricante
(ANSI/ADA 2000) (Lee et al. 2017). Em condigdes de umidade, MTAF mostrou maior
tempo de presa (Lee et al. 2017, Prullage et al. 2016) quando comparado ao NMTAP e
AHP. O tempo de presa prolongado dos cimentos aumenta o potencial de dissolucdo do
material, podendo afetar a solubilidade (Vivan et al. 2010). Fato corroborado com o0s
resultados deste estudo, pois 0 MTAF apresentou elevada solubilidade.

A radiopacidade permite a observacdo do material obturador endodéntico no exame
radiogréafico (Lee et al. 2017). No presente estudo, AHP mostrou maior radiopacidade quando
comparado aos cimentos NMTAP e MTAF, que mostraram radiopacidade menor que as
recomendacdes da norma ISO (>3,00 mmAl). A nova formulagdo do MTAF apresenta a troca
do radiopacificador 6xido de bismuto pelo tungstato de calcio. MTAF mostrou baixa
radiopacidade (2,61 mmAl) quando comparado a sua formulacdo anterior, que mostrou valor
de 7,17 mmAl (Gandolfi et al. 2016), o que demonstra que a modificacdo do agente
radiopacificador prejudicou esta propriedade. AHP apresenta maior radiopacidade devido a
presenca de dois radiopacificadores, tungstato de calcio e 6xido de zircénio (Siboni et al.
2017b).

A solubilidade dos cimentos endoddnticos influencia a capacidade de selamento dos
materiais (Poggio et al. 2010). MTAF mostrou solubilidade maior que o recomendado pela
norma I1SO 6876, conforme ja observado (Borges et al. 2014). O alto valor de solubilidade de
MTAF pode ser relacionado a resina de salicilato presente em sua composi¢do e a alta
deposicéo de ions calcio apresentada pelo material (Gandolfi et al. 2016, Portella et al. 2015).
Além disso, a reducéo volumétrica do material observada neste estudo por meio da analise em
Micro-CT pode estar relacionada a alta solubilidade de MTAF. NMTAP mostrou adequado
valor de solubilidade (ISO 6876-2012). Porém, a avaliacdo da solubilidade em materiais
hidrofilicos como os cimentos a base de silicato de célcio pode mostrar aumento da massa

(Marciano et al. 2016). Desta forma, a analise complementar da solubilidade desses materiais
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pelo teste de alteracdo volumétrica em Micro-CT pode fornecer informagdes importantes
(Torres et al. 2017). O escoamento permite que o cimento preencha os espacos de dificil
acesso, como istmos e canais acessorios. MTAF teve os maiores valores de escoamento,
concordando com outros estudos (Lee et al. 2017, Tanomaru-Filho et al. 2013), seguido por
AHP e NMTAP. A alta proporcdo de resina do MTAF pode promover 0 maior escoamento do
material (Lee et al. 2017).

NMTAP, MTAF e AHP mostraram alteracdo volumétrica observada em diferentes
periodos usando micro-CT. NMTAP mostrou aumento de volume nos dois periodos
avaliados, MTAF teve maior reducdo volumétrica, seguido por AHP. A significativa reducao
volumétrica do MTAF pode estar relacionada a sua alta solubilidade (Viapiana et al. 2014)
que pode prejudicar o selamento do espaco endoddntico (Gandolfi et al. 2016). Em
contrapartida, o aumento volumétrico do NMTAP pode ser explicado pelo aumento de massa
favorecendo o preenchimento adequado do sistema de canais radiculares (Torres et al. 2017) .
AH Plus mostrou menor alteracdo volumétrica nos diferentes periodos avaliados, com valores
similares aos observados em estudo prévio (Tanomaru-Filho et al. 2017b), e pode ser
explicado pela ligacdo dos polimeros resinosos do material que propiciam a absorcdo de agua
apos a presa e baixa solubilidade (Poggio et al. 2010), gerando um aumento de volume do
material.

O pH elevado dos cimentos € uma propriedade desejavel, pois esta relacionado com
atividade antimicrobiana e também com a inducdo da formacdo de tecido mineralizado
guando em contato com os tecidos (Holland et al. 2001). O pH alcalino pode favorecer
atividade antimicrobiana (Zhou et al. 2013). Na avaliagdo do pH, NMTAP mostrou 0s
maiores valores de pH nos diferentes intervalos de tempo, seguido por MTAF e AHP que foi
similar ao grupo controle e mostrou um pH proximo ao neutro. Cimentos a base de silicato de
calcio apresentam pH alcalino (Zhou et al. 2013). AHP é um cimento a base de resina epdxica
e isso pode explicar o pH neutro desse material (Siboni et al. 2017b).

A citotoxicidade e bioatividade celular dos materiais foram avaliadas em osteoblastos
Saos-2 (Tanomaru-Filho et al. 2017a). No presente estudo, MTAF foi mais citotoxico quando
comparado aos outros cimentos avaliados (Baraba et al. 2016, Mestieri et al. 2015) com
diminuicdo notavel da viabilidade celular, afetando as propriedades de adeséo das celulas. A
resposta citotoxica do MTAF pode ser explicada pela alta solubilidade do material, que leva a
liberacdo de componentes toxicos, como a resina de salicilato, potencialmente irritantes ao
tecido apical (Baraba et al. 2016). NMTAP e AHP mostraram adequada viabilidade celular,
concordando com outros estudos (Rodriguez-Lozano et al. 2017, Tomas-Catala et al. 2017).
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A avaliacdo de ALP determina a bioatividade celular do material e seu potencial para
induzir reparo com formagdo de tecido mineralizado (Tanomaru-Filho et al. 2017a). Neste
estudo, MTAF monstrou menor atividade de ALP, em concordancia com estudo prévio
(Salles et al. 2012). NMTAP e AHP tiveram um aumento de atividade de ALP ao sétimo dia,
com destaque para AHP que monstrou maior atividade de ALP (Barros et al. 2014). Na
avaliacdo da bioatividade celular pelo ensaio de coloracdo ARS, o cimento NMTAP induziu
maior deposicdo de nddulos de mineralizacdo, em concordancia com estudo prévio
(Tanomaru-Filho et al. 2017a).

O potencial bioativo do NMTAP ¢ relacionado a sua composicéo a base de silicato de
calcio que induz a formagdo de nddulos de mineralizagdo (Tanomaru-Filho et al. 2017a). No
ensaio de bioatividade em MEV, NMTAP mostrou grande deposicdo de minerais, seguido por
MTAF. Na analise em EDX, NMTAP mostrou significativa deposicdo de ions fosfato, que
promovem formacéo de cristais de hidroxiapatita (Baraba et al. 2016) importantes para o
processo de mineralizacdo e reparo apical p6s tratamento endoddntico (Mestieri et al. 2015,
Tanomaru-Filho et al. 2013).

O estudo das propriedades antimicrobianas dos cimentos foi avaliado sobre E. faecalis
e/ou C. albicans, que sdo micro-organismos associados a infec¢Oes periapicais persistentes,
devido a sua capacidade de resistir ao tratamento endoddntico (Eldeniz et al. 2007). Cimentos
endoddnticos com propriedades antimicrobianas podem reduzir e prevenir 0 crescimento
desses microorganismos, auxiliando no processo de reparo tecidual pds tratamento
endodéntico. No presente estudo, NMTAP mostrou maior atividade antibiofilme sobre E.
faecalis, C. albicans e sobre biofilme dual-espécies, sendo que os periodos utilizados para
incubacéo dos biofilmes (48 e 72 h) foram padronizados em testes pilotos.

MTAF mostrou maior efetividade sobre células plancténicas de C. albicans em
concordancia com estudo prévio (Jafari et al. 2017). A atividade antimicrobiana de MTAF foi
avaliada sobre células planctonicas de E. faecalis em contato com cimento fresco e ap0s presa
do cimento e foi observado menor efetividade apos 7 dias de presa do material (Morgental et
al. 2011). No entanto, a eficacia antimicrobiana do MTAF sobre células planctdnicas de E.
faecalis foi demonstrada (Hasheminia et al. 2017), concordando com o presente estudo. Nao

existem estudos sobre as propriedades antimicrobianas do cimento NMTAP.
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Conclusao

NMTAP apresenta propriedades fisico-quimicas (tempo de presa, solubilidade e pH),
biocompatibilidade e bioatividade celular adequadas, assim como maior atividade
antimicrobiana sobre E. faecalis, C. albicans e sobre biofilme dual-espécies, porém menor
escoamento e radiopacidade segundo as normas 1SO-6876. MTAF apresentou reducéo
volumétrica, citotoxicidade e efetividade antimicrobiana sobre células plancténicas de C.
albicans e menor bioatividade celular, além de radiopacidade inferior e solubilidade superior

as recomendacdes 1SO-6876.
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4 DISCUSSAO

Novos cimentos endoddnticos sédo desenvolvidos visando melhorar propriedades
fisico-quimicas e biolégicas quando comparados aos cimentos disponiveis no mercado.
MTAF foi estudado na sua formulacdo atual com tungstato de calcio como radiopacificador e
apresentou maior tempo de presa, concordando com estudos prévios*®®%. A maior solubilidade
apresentada pelo material pode ter relagdo com seu tempo de presa longo®’, além de outros
fatores relacionados com sua composi¢do. AHP mostrou maior valor de radiopacidade, devido
a presenca de dois agentes radiopacificadores em sua composic¢do, tungstato de calcio e 6xido
de zirconio, que confere ao material maior radiopacidade®.

MTAF mostrou valor de solubilidade superior ao recomendado pela norma 1SO”,
enquanto NMTAP mostrou o menor valor de solubilidade. MTAF também monstrou maiores
valores de escoamento, como observados por alguns estudos®™® seguido por TF e AHP. A
alta proporcdo de resina natural e de salicilato pode explicar, o escoamento elevado
apresentado por este material, além da alta solubilidade apresentada, o0 que pode prejudicar o
selamento do sistema de canais radiculares®*®,

NMTAP mostrou os maiores valores de pH, conforme ja demonstrado®, seguido por
MTAF; e AHP apresentou pH préximo ao neutro de acordo com estudo prévio®. O pH
alcalino é comum para cimentos a base de silicato de calcio®*'.

A microtomografia computadorizada (micro-CT) é uma ferramenta para avaliacao de
propriedades de materiais como a alteracdo dimensional, permitindo analise tridimensional
qualitativa e quantitativa®®, de forma a complementar os testes de alteracdo dimensional
convencional®**. O uso do micro-CT para avaliacdo da alteragdo volumétrica permite uma
melhor compreenséo do comportamento dos cimentos endoddnticos®.

MTAF mostrou maior reducdo volumétrica e NMTAP mostrou maior aumento
volumeétrico. A elevada solubilidade de MTAF pode explicar a significativa redugéo
volumétrica do material. Em contrapartida, o0 aumento volumétrico do cimento NMTAP pode
ser explicado pela baixa solubilidade, além da expansdo do material e consequente aumento
volumeétrico.

Cimentos a base de silicone e silicato de célcio foram avaliados neste estudo. Na
avaliacdo da citotoxicidade, GFB, TF e AHP mostraram citocompatibilidade em contato com
as células Saos-2 para os testes de MTT e VN realizados, de forma similar aos estudos

29,33,43,91

publicados Biocompatibilidade dos cimentos endoddnticos é fundamental no
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processo de reparo apical que devera ocorrer ap6s tratamento®. Ja a bioatividade dos
materiais é caracterizada pelo potencial dos cimentos endodénticos em promover reparo e
formacéo de tecido mineralizado®.

Na avaliacdo da bioatividade celular, GFB mostrou maior atividade de ALP, seguido
por TF e AHP. AHP também monstrou atividade de ALP em estudo prévio®™. No ensaio de
coloracdo ARS, todos os cimentos mostraram deposi¢cdo de nddulos de mineralizacdo e
apenas TF mostrou bioatividade em MEV. No Capitulo 2, MTAF mostrou maior
citotoxicidade quando comparado aos cimentos avaliados. Alguns estudos também
observaram maior citotoxicidade do cimento MTAF**7072%% A resposta citotéxica do
MTAF pode ser explicada pela alta solubilidade do material, que leva a liberacdo de
componentes toxicos potencialmente irritantes’®. NMTAP mostrou elevada deposicdo de
cristais de hidroxiapatita, adequada viabilidade celular nos periodos avaliados e bioatividade
celular, em concordancia com estudo prévio®, que avaliou NMTAP como cimento reparador
e observou deposicdo de ions calcio pelo ensaio de coloragdo ARS e esse resultado se deve ao
potencial de deposicdo de minerais de cimentos a base de silicato de calcio, que auxilia no
processo de mineralizacio e reparo apical pés tratamento endoddntico®™"2.

Micro-organismos como E. faecalis e Candida albicans sdo associados a infec¢des
periapicais persistentes e ao insucesso do tratamento endodontico®"**. Este estudo avaliou as
propriedades antimicrobianas dos cimentos & base de silicone e silicato de calcio. No preparo
dos in6culos e formacdo de biofilme, cepas padrdo de Enterococcus faecalis e Candida
albicans foram utilizadas. Serdo realizados os testes de contato direto dos eluidos dos
cimentos sobre biofilme com coloracdo cristal violeta, contato direto sobre células
planctdnicas e capacidade anti-adesdo de biofilme de E. faecalis em MEV.

O teste de contato direto (TCD) foi introduzido em 1996%, é um método quantitativo
e reproduzivel que permite a deteccdo da acdo antimicrobiana dos cimentos endoddnticos®. O
TCD avalia o efeito do contato direto entre o cimento endodontico e 0 micro-organismo
testado e independe da solubilidade e difusibilidade dos componentes antimicrobianos do
cimento®. Este teste também é capaz de distinguir entre propriedades bactericidas e
bacteriostaticas do material e pode ser usado para testar cimentos em varios estagios de
presa®'!. C. albicans pode ser encontrada em cepas puras isoladas ou em conjunto com

1718~ A maioria dos estudos avaliaram o efeito

bactérias Gram positivas e negativas
antimicrobiano dos cimentos endoddnticos em bactérias plancténicas (bactérias isoladas
flutantes), que no entanto, ndo simula uma situacdo in vivo, pois a maioria das bactérias na

cavidade oral se apresentam na forma de biofilme e suas caracteristicas séo diferentes*. No



59

biofilme, as bactérias se agregam em uma matriz polimérica hidratada e constituem col6nias
sésseis que S0 resistentes a agentes antimicrobianos™ .
O método de cristal violeta é o método de coloracdo mais utilizado para a

quantificacdo de biomassa de biofilme'®

. Apoés a coloracdo, o corante adsorvido é diluido
utilizando um solvente, no caso serd usado o acido acético a 33% . A quantidade de corante
solubilizado pelo solvente (medido por absorvancia Optica a 570 nm) serd diretamente
proporcional para o tamanho do biofilme formado™*.

A atividade antimicrobiana dos cimentos AHP, MTAF e Gutta Flow 2 sobre E.
faecalis foi avaliada por teste de difusdo em agar e teste de contato direto, mostrando inibicdo
bacteriana para AHP, seguido por MTAF*. A atividade antibacteriana dos cimentos AHP e
Endosequence BC sobre E. faecalis foi avaliada mostrando efetividade®?. No presente estudo,
TF mostrou atividade antimicrobiana sobre células plancténicas e biofilme de E. faecalis e C.
albicans. TF demonstra atividade antimicrobiana contra E. faecalis™'®. GFB e AHP
mostraram ser efetivos sobre biofilme de C. albicans e biofilme dual-espécies. NMTAP
mostrou maior atividade antibiofilme sobre C. albicans e biofilme dual-espécies. MTAF
mostrou maior efetividade contra células planctdnicas de C. albicans, concordando com
estudo prévio'®. N&o existe correlacio entre a solubilidade e a atividade antimicrobiana por
meio do TCD, uma vez que este avalia o efeito do contato direto entre o cimento e 0 micro-
organismo independe da solubilidade e difusibilidade dos componentes antimicrobianos do
cimento®’. Porém, n&o ha estudos na literatura que descrevam as propriedades antimicrobianas
dos cimentos GFB e NMTAP.

Os cimentos obturadores disponiveis no mercado diferem quanto a sua composicao,
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. A compreensdo das propriedades dos cimentos
obturadores permite maior base cientifica para aplicagdo na pratica clinica’, além de

contribuir para o desenvolvimento de novos cimentos obturadores.
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5 CONCLUSAO

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

biocompatibilidade, bioatividade, potencial bioativo e atividade antimicrobiana.
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APENDICE A - METODOLOGIA DETALHADA CORRESPONDENTE AS
PUBLICACOES1E?2

A 1: Avaliago de Citotoxicidade e Bioatividade
A 1.1: Preparo dos eluidos dos cimentos

Os cimentos foram manipulados utilizando espéatula de aco inoxidavel e placa de vidro
estéreis. Na sequéncia, foram colocados no fundo de pogos vazios de placas de cultura de 12
pocos (314.0 mm? area e 3.0 mm altura) (Jet Biofil®, Guangzhou, Luokan, China). As placas
permaneceram em estufa a 37°C e umidade relativa por 48 horas, até a completa presa dos
materiais. Apés este periodo, as placas foram expostas a luz ultravioleta - UV durante 30
minutos para descontaminacdo. Em seguida, colocou-se 5 mL de meio de cultura Dulbecco
modificado - DMEM (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) sem soro fetal bovino (SFB; Gibco,
Life Technologies, Grand Island, NY, USA) em cada poco das placas em que o material foi
acomodado e mantido durante 24 horas (37°C, 95% de umidade e 5% de CO;) para criar 0
eluido de cada material (ISO 10993-5 2005) (Figura Al).

Figura Al- Placa de 12 pogos com os eluidos dos cimentos

Fonte: Arquivo pessoal do autor

A 1.2: Cultura celular

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

minutos.
A 1:3: Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio dos testes 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5-

brometo de difenil-tetrazolio (MTT) e vermelho neutro (Neutral Red - NR). Para realizar estes
ensaios, as células Saos-2 foram plaqueadas 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 horas a 37 °C, 95 % de umidade e 5 % CO, para obter células aderentes
antes da exposicdo aos materiais. Na publicacdo 1 as células foram expostas aos eluidos dos
cimentos por 24 horas nas diluicdes de 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, e na publicagéo 2 nas diluigdes 1:1,
1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:24 como ao controle negativo, meio DMEM sem soro, e ao controle
positivo, DMSO 20%. A diluicdo maxima utilizada esta de acordo com a citotoxicidade dos
cimentos, de forma que ndo causem dano celular e foram determinadas em estudos pilotos.
O ensaio MTT baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial em converter o
sal de cor amarela que é o brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de difenil-tetrazélio,
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 foi
realizado em dois momentos distintos, simultaneamente ao ensaio NR apds exposicdo das
células Saos-2 aos eluidos dos cimentos nas dilui¢des 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8 (publicacdo 1) e 1:1,
1:2,1:4, 1:8, 1:16 e 1:24 (publicacdo 2), por 24 horas e simultaneamente ao ensaio ALP apés
exposicdo de Saos-2 aos eluidos dos cimentos na diluicdo 1:8 e 1:24 (publicacdo 1 e 2,
respectivamente) pelos periodos de 1, 3 e 7 dias. Apds cada periodo experimental, 0 meio foi
trocado por 100 pL de DMEM contendo solugdo de MTT 5 mg mL™ (Sigma-Aldrich) e as
placas foram incubadas durante 3 horas, a 37 °C, 95 % de umidade e 5% de CO,. Em seguida,
lavou-se cada um dos pocos com PBS 1x (tampdo fosfato) e adicionou-se 100 pL de
isopropanol acidificado 0,04 N (Sigma-Aldrich) para solubilizar o formazan. A densidade
Optica de (OD) 570 nm foi mesurada num espectrofotometro UVM 340 (ASYS, Nova
Analitica Importacdo e Exportacdo Ltda., SP, Brasil). Triplicatas idénticas foram preparadas
para cada reacdo (n = 3) e 0 experimento foi repetido trés vezes independentemente (Figura
A2).
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Figura A2 - Ensaio MTT — Publicacéo 1
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(A) Preparo dos eluidos dos cimentos, meio de cultura incompleto em contato com 0s materiais e
mantidos em estufa a 37°C por 24 horas; (B) Dilui¢es dos cimentos em contato com as células por 24
horas e ap6s incubagdo com sal de MTT (Sigma); (C) Leitura da placa- espectrofotdmetro (DO=570
nm)

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Vermelho neutro (Neutral Red - NR) é um corante vital que é incorporado por
endocitose e se acumula nos lisossomos das células que possuem membrana intacta. Para o
ensaio NR, as células permaneceram em contato com os extratos dos cimentos nas diluicGes
1:1, 1:2, 1:4, 1:8 na publicacdo 1 e 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:24 na publicacdo 2, pelo periodo
de 24 horas. Apds este periodo, 0s mesmos foram substituidos por 0,1 mL de meio DMEM
incompleto (sem SFB) contendo 50 pug do NR / mL (Sigma-Aldrich), seguido de incubacéo a
37°C, 95 % de umidade e 5 % de CO, por 3 horas. O corante foi entdo removido e o produto
colorimétrico foi solubilizado em 100 uL de etanol a 50 % e solucdo de acido acético a 1 %
(Sigma-Aldrich). A densidade Optica foi mensurada em espectrofotémetro a 570 nm (UVM
340). Triplicatas idénticas foram preparadas para cada reacdo (n = 3) e 0 experimento foi

repetido trés vezes independentemente (Figura A3).

Figura A3- Ensaio NR — Publicagdo 1
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(A) Preparo dos eluidos dos cimentos — meio de cultura DMEM incompleto em contato com 0s
materiais e mantidos em estufa a 37°C por 24 horas; (B) Dilui¢bes dos cimentos em contato com as
células por 24 horas e ap6s incubacdo com solucdo de vermelho neutro (NR); (C) Leitura da placa
(DO=570 nm)

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A 1.4: Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

O principio deste método € a hidrdlise 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 A4). Ap6s 24 horas do plaqueamento (7 x 10* células mL™)
em placas de 96 pogos, células SAOS-2 foram expostas aos eluidos dos materiais, na diluicdo
1:8 (publicagdo 1) e 1:24 (publicagdo 2). Os eluidos dos cimentos foram renovados a cada
dois dias durante o periodo de exposi¢do das amostras. Apés 1, 3 e 7 dias, os eluidos foram
removidos e as células lavadas com 200 uL de PBS 1x, em seguida 200 pL de uma solucdo de
lauril sulfato de sodio (1 % em agua destilada, Sigma-Aldrich) foi adicionado em cada pogo.
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 em banho maria a
37°C por 10 minutos com 500 uL de reagente de cor (Figura A4.B). A densidade Optica foi
avaliada em espectrofotdmetro (UVM 340) a 590 nm (figura A4.C)

O experimento foi repetido trés vezes (n = 3) independentemente. 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 A4.D).

Figura A4- Avaliacdo enzimética (atividade de ALP) nos periodos de 1, 3 e 7 dias
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(A) Preparo dos eluidos dos cimentos em estufa a 37°C por 24 h; (B) Incubacdo das amostras lisadas
com de 200 pL de lauril sulfato de s6dio em banho maria a 37°C por 10 min; (C) Imagem
representativa da placa de ALP periodo de 7 dias correspondente a Publicacdo 1. Leitura da placa
(DO=590 nm); (D) Imagem representativa da citotoxicidade avaliada por MTT no periodo de 7 dias.
Leitura da placa (DO=570 nm)

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A 1.5: Coloracéo Vermelho de Alizarina (ARS)

O vermelho de alizarina (Alizarin Red S — ARS) é um derivado de antraquinona, e

pode ser usada para identificar o depdsito de célcio na cultura de células. Através de um
processo de quelacdo, o célcio forma um complexo de alizarina S vermelho. Com o objetivo
de avaliar a quantidade de célcio depositado pelos diferentes materiais, células osteoblésticas
SAOS-2 (Figura A5.A) foram contadas e plaqueadas (1 x 10* células mL™) em placas de
cultura de 24 pocos em DMEM suplementado com 10 % de SFB. Durante 21 dias o 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 &cido ascobico - Sigma
Chemicals St Louis) com e sem os eluidos dos cimentos foi renovado a cada 2 dias.
Apbs este periodo, o 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 adigdo de 0,3 mL 40 mM de ARS (2% - pH 4,1) (Figura A5.B). 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 remogdo do excesso de
agua e foram fotografadas (Canon EOS-1D, Canon Inc, Tokyo, Japan).

A mineralizagdo foi quantificada atraves da dissolugdo dos nédulos com 500 uL da
solucdo de 10% de cloreto de cetilpiridinio (Sigma-Aldrich) por poco e, incubada por 15
minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Trés aliquotas de 100 uL da ressuspensao de
cada pogco foram transferidas para uma placa de 96 pogos, e realizada a leitura em

espectofotdbmetro com filtro de 562 nm de comprimento de onda (Asys-UVM 340).

Figura A5- Ensaio de coloragdo ARS
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(A) Células osteoblasticas Saos-2; (B) Adicdo de 0,3 mL 40 mM de ARS em cada poco contendo
células Saos-2 que estiveram em contato com os eluidos dos cimentos.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A 2: Avaliacéo do potencial bioativo em MEV

Todos os cimentos foram manipulados, compactados em moldes de silicone (1 mm de
espessura € 5 mm de diametro) e deixados em estufa a 100% de umidade e 37°C por 7 dias
até a presa completa dos materiais (Figura A6.A). Apos esse periodo, os corpos de prova (n =
2) permaneceram imersos em PBS 1x (para 500 mL de &gua destilada; NaCl anidro — 90 g,
Na,HPO, — 13,65 g, Na;H,PO,H,0 — 2,42 g) e incubados a 37°C durante 30 dias (Figura
A6.B).

Os espécimes foram colocados em recipientes com silica em estufa a 60°C, tiveram

suas superficies metalizadas com carbono para sua analise em microscépio eletrdnico de
varredura (MEV) no modo de andlise por elétrons secundarios, com objetivo de identificar a
deposicdo de minerais na superficie dos materiais (Figura A6.C) .
Foram analizadas 6 areas de cada espécime de forma padronizada, totalizando 12 areas. O
precipitado de minerais foi classificado empregando sistema de escores: Escore 0- nenhum
precipitado de minerais na superficie do material, Escore 1- alguns pontos de cobertura da
superficie do material por precipitado de minerais, Escore 2- alguns pontos da superficie de
cada imagem ndo coberta por precipitado de minerais, Escore 3- total cobertura da superficie
por precipitado mineral, Escore 4- formacéo de cristais de hidroxiapatita.

Figura A6- Potencial bioativo em MEV

(A) Moldes de silicone de 1 mm de espessura e 5 mm de didmetro e amostras dos cimentos; (B) Corpo
de prova imerso em 500 mL de PBS 1X, incubados a 37°C durante 30 dias; (C) Espécimes colocados
no suporte para analise em MEV.

Fonte: Arquivo pessoal do autor e da Dr2 Gisselle M. Chavez Andrade.
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A 3: Avaliagdo das propriedades antimicrobianas

Micro-organismos e preparo dos inéculos

Foram utilizadas cepas padrdo de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e/ou Candida
albicans (ATCC 10231). Para os testes foi preparada uma suspensdo microbiana em meio de
cultura apropriado para cada cepa e o ajuste da densidade Optica (DO) foi realizado em

espectrofotdmetro (600 Plus, Femto, SP) a uma concentragdo equivalente a 1 x 108 UFC mL™.

A 3.1: Teste de contato direto dos eluidos dos cimentos sobre biofilme: Ensaio cristal violeta

A acdo das solucBes sobre a biomassa dos biofilmes mono- e dual-espécies de E.
faecalis e/ou C. albicans foi avaliada por meio do ensaio de cristal violeta. Os biofilmes
foram formados em placas de cultura celular de 96 pocos pelos periodos de 72 horas (E.
faecalis) e 48 horas (C. albicans e biofilme dual-espécies) com meio de cultura Triptic soy
broth — TSb (Difco Detroit, MIl, EUA) suplementado com D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich)
para E. faecalis; e Brain Heart Infusion — BHI (Difco Detroit, MI, EUA) para C. albicans e
dual-espécies. Os periodos estabelecidos para formacdo dos biofilmes foram determinados e
padronizados por meio de testes pilotos. Foi utilizada uma placa de cultura para cada cepa
microbiana e para o biofilme dual-espécies. Para 0 controle positivo foi utilizada a solucéo salina,
em substituicdo aos eluidos do cimento. Meio de cultura estéril foi o controle negativo.

Os cimentos foram manipulados segundo indicacdes dos fabricantes, onde 7,5 + 0,5
mm de didmetro x 1,5 £ 0,5 mm de altura dos materiais ficaram imersos em 1 mL de solucéo
salina por 48 horas em estufa a 37°C, quando os eluidos finais foram recolhidos. Apo6s
periodo de formacédo dos biofilmes, o conteldo de cada poco foi aspirado e os pogos foram
lavados 3 vezes com 200 pL de PBS 1x (pH 7,2). Em seguida, foram aplicados 200 pL dos
eluidos dos cimentos em cada poco e deixados em estufa por 24 horas a 37°C. Ap0s esse
periodo os eluidos foram removidos e cada poc¢o foi lavado com PBS 1x. As placas foram
secas a temperatura ambiente. A seguir, 0s micro-organismos aderentes foram corados com
200 pL da solucdo de cristal violeta a 0,1% por 20 minutos em temperatura ambiente (Figura
AT7.A). A solucdo de cristal violeta foi preparada a partir do p6 P.A. de cristal violeta
(LabSynth, Diadema, SP, Brasil) que foi diluido em agua destilada para obter a concentracéo
de 0,1%. O excesso do corante foi enxaguado por lavagem com agua destilada. As placas
foram secas a temperatura ambiente e o corante ligado as células aderentes foi solubilizado
com 200 pL de acido acético a 33%. Para quantificar a biomassa de biofilme remanescente
apos o tratamento, foi medida a absorbancia (DO = 590 nm) usando espectrofotémetro UVM

340 (Figura A7.B). Os dados foram expressos em porcentagem de reducdo da biomassa.
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Figura A7- Ensaio de Cristal Violeta

&

(A) Micro-organismos aderentes corados com 200 pL da solucéo de cristal violeta a 0,1% por 20 min.;
(B) Leitura em espectofotdmetro (DO=590 nm).

A

Fonte: Arquivo pessoal do autor e da Dr? Gisselle M. Chavez Andrade.

A 3.2: Teste de contato direto (TCD) sobre células plancténicas

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos (uma para cada cepa microbiana: E faecalis
ou C. albicans) onde os materiais foram manipulados segundo indtrugdes do fabricante e
inseridos de forma padronizada na parede lateral do pogo (0,15 + 0,025 g, n = 8). As placas
foram matidas em estufa a 37°C por 24 horas para presa inicial dos materiais. Posteriormente,
apos 30 minutos em UV na cdmara de fluxo laminar para estrelizagéo, 10 pL de cada inoculo
microbiano foi depositado sobre o cimento. Houve um grupo controle positivo, no qual foi
adicionado somente o inoculo. Na sequéncia, as placas foram mantidas em estufa a 37°C
durante 1 h e 30 min.

Ap0s periodo de contato e incubagdo, foram adicionados 250 uL de TSb em cada pogo
da placa contaminada com E. faecalis e Sabouraud Dextrose broth — SDb (Difco Detroit, Ml,
EUA) nos pogos da placa contaminados com C. albicans. Posteriormente, foi realizada a
diluicdo decimal seriada e a semeadura em placas contendo Triptic soy agar (TSa) e
Sabouraud Dextrose agar (SDa), respectivamente.

A diluicdo decimal seriada foi realizada da seguinte forma: primeiro, o conteudo de
cada poco foi transferido para microtubos estéreis e a partir desse tubo “mae”, 100 pL da
suspensdo foi transferida para outro microtubo com 900 pL de solucdo salina estéril. Assim
em diante foram realizadas quatro diluigdes. Foram plaqueadas, em triplicata, 20 pL de cada
diluicdo, incluindo o conteudo do tubo “mae”.

Ap0s 48 horas de incubacdo das placas em estufa a 37°C, foi realizada contagem de

UFC mL™ e transformacéo logaritmica (log10).
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Figura A8- TCD sobre células planctdnicas

(A) Cimentos depositados na parede lateral da placa de 96 pogos; (B) Diluicdo decimal seriada e (C)
incubacéo das placas de petri por 48 horas em estufa a 37°C; (D) Placa de petri com crescimento
bacteriano (E. faecalis) em TSa.

Fonte: Arguivo pessoal do autor e da Dr? Gisselle M. Chavez Andrade.
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APENDICE B - METODOLOGIA DETALHADA CORRESPONDENTE A
PUBLICACAO 2

B 1: Avaliacéo das Propriedades Fisico-Quimicas

B 1.1: Tempo de presa

O tempo de presa foi avaliado de acordo com norma ISO-6876 (2012). Foram
utilizados moldes de gesso do tipo especial IV — micro-granulado (Dentsply Industria e
Comércio Ltda, Petrépolis, 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 a 37°C antes de
serem utilizados para o preparo dos corpos de prova dos respectivos materiais (n = 6). Logo
apos manipulacédo, 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 didametro de 2 £ 0,1 mm apoiada sobre a superficie de cada um
dos cimentos (Figura B1). O tempo de presa foi determinado como o periodo, em minutos,
entre a manipulacdo e 0 momento em que a agulha ja ndo produzisse marcas na superficie dos

cimentos.

Figura B1- Determinacao do tempo de presa

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



79

B 1.2: Radiopacidade

Os materiais foram manipulados segundo instru¢fes dos fabricantes e inseridos em
moldes de silicone com diametro interno de 10 mm e altura de 1 mm (n = 5), e mantidos em
estufa (37 °C, 95 % de umidade) por 3 vezes o tempo de presa de cada material. Apds 0s
materiais tomarem presa, um disco de cada um deles e uma escala de aluminio foram
colocados sobre um filme oclusal (Insight — Kodak Comp, Rochester, NY). A tomada
radiogréafica foi realizada com o aparelho de raios-X Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula,
Finland), a 60 kV, 7 mA, 18 pulsos/segundo e 33 cm de distancia focal. Os filmes foram
processados, e apds a secagem as imagens foram digitalizadas e avaliadas por meio do
programa Image J (Figura B2).

Areas de cada um dos degraus da escala milimetrada de aluminio foram analisadas
para determinacdo da radiopacidade dos cimentos equivalente em milimetros de aluminio
(mmAl), utilizando a seguinte formula:

[(DRC — DRescala) X 2 / DRanypos] + mmAl imediatamente anterior a DRC
Onde:
DCR = densidade radiogréafica do cimento;
DRescala = densidade radiografica da escala de All;
DRanvpos = DR do incremento da escala de Al imediatamente posterior a DRC - DR do

incremento de aluminio imediatamente anterior a DRC.

Figura B2- Teste de radiopacidade

(A) Corpos-de-prova posicionados ao lado de uma escala de aluminio sobre filme oclusal; (B) Feixe
de raio-x posicionado a 33 cm de distancia do conjunto filme-espécimes; (C) Radiografia digitalizada
e analisada no programa Image J.

Fonte: Arquivo pessoal do autor e da Dr2 Gisselle M. Chavez Andrade.
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B 1.3: Solubilidade

A solubilidade foi avaliada de acordo com a norma ANSI/ADA n° 57 (2000)
modificada por Carvalho-Junior et al. (2007). Segundo a norma, os corpos-de-prova devem
ser preparados usando moldes de 20 mm de didametro e 1,5 mm de altura. A partir de moldes
de silicone, no presente estudo foram confeccionados entdo corpos-de-prova com 7,75 mm de
diametro interno e 1,5 mm de altura, para cada um dos materiais avaliados (n = 6). Os moldes
de silicone foram acomodados sobre uma placa de vidro recoberta por uma pelicula de papel
celofane. Um fio de nylon impermeavel (5 cm de comprimento) foi colocado no interior de
cada um dos espécimes (Figura B3.A), e outra placa de vidro, também coberta com uma
pelicula de celofane, foi colocada sobre o molde e pressionada manualmente, de tal maneira
que as placas tocassem a superficie do molde uniformemente. Para NMTAP e MTAF que
necessitam de umidade para tomarem presa, foram acomodadas gazes umidecidas (em agua

destilada) entre os moldes as placas de vidro.

Figura B3- Teste de solubilidade

(A) Moldes de silicone de 7,75 x 1,5 mm e corpos-de-prova com fio de nylon inseridos; (B) Espécime
suspenso em frasco contendo 7,5 mL de agua destilada e deionizada por 7 dias; (C) Estabilizacdo da
massa em dessecador com silica; (D) Pesagem dos espécimes em balanca de precisdo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor e da Dr? Gisselle M. Chavez Andrade.

O conjunto foi armazenado em estufa com temperatura de 37°C e 95% de umidade
pelo periodo de 3 vezes o tempo de presa. Apds a presa dos materiais, 0S corpos-de-prova
foram colocados em dessecador com silica até a estabilizacdo da massa (10 dias). As
pessagens foram realizadas em balanca de precisao de 0,0001 g (Adventurer - Ohaus, Modelo
AR2140 - Industria de balancas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil) a cada 24 horas.
ApoOs a determinagdo da massa inicial, os espécimes foram suspensos, por meio da fixacdo
dos fios de nylon, no interior de recipientes plasticos com tampa contendo 7,5 mL de agua

destilada e deionizada (Figura B3.B). Os recipientes permaneceram em estufa a 37 °C pelo
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periodo de 7 dias. Decorrido esse periodo, os corpos de prova foram removidos da &gua
destilada, lavados, secos com papel absorvente e colocados novamente em desumidificador
até a estabilidade e obtencdo da massa final (Figura B3.C). As pesagens foram realizadas trés
vezes para cada espécime em balanca de precisdo, a cada 24 horas (Figura B3.D). A
solubilidade (S) dos cimentos avaliados correspondeu a perda de massa de cada espécime
[massa inicial (MI) menos massa final (MF)], expressa em porcentagem, que foi calculada
através da seguinte formula: S = (MI — MF) / MI x 100.

B1.4: pH

A andlise de pH foi realizada utilizando tubos de polietileno, com 10 mm de
comprimento e 1,6 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 &gua destilada e
deionizada, sendo que o conjunto frasco + tubo contendo cimento foi mantido em estufa

durante os periodos experimentais.

Figura B4- Teste de pH

Tubos de polietileno medindo 10 mm de comprimento e 1 mm de didmetro preenchidos com 0s
cimentos e imersos em frascos contendo 10 mL de agua destilada e deionizada e mantidos em estufa
nos diferentes periodos experimentais: 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. O pH foi mensurado em cada periodo
experimental em triplicata.

Autores: Prof®. Dr® Raqueli Viapiana e Prof®. Dr®. Roberta Bosso-Martelo.

Os periodos experimentais foram de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A cada periodo, os 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 deionizada, que foi
acondicionada em frascos pelos respectivos periodos experimentais (n = 10). O pH das
solucBes foi medido imediatamente apds o término de cada periodo experimental com um
pHmetro Digimed (S&o Paulo, SP, Brasil) previamente calibrado, tendo sido realizadas trés

afericOes para cada espécime e obtido o pH medio (Figura B4).
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B 1.5: Escoamento

O teste de escoamento foi realizado de acordo com a norma ISO-6876 (2012). Apds a
manipulacdo dos materiais, com auxilio de uma seringa de insulina graduada, 0,05 + 0,005
mL de cada um dos materiais (n = 10) foi colocado no centro de uma placa de vidro (Figura
B5.A). Na sequéncia, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento (ap6s 180
segundos apdés & manipulacdo dos cimentos), e sobre esta placa foi posicionado um
dispositivo metalico de 100 g, totalizando 120 g (Figura B5.B). O dispositivo metalico

permaneceu por 10 minutos sobre as placas de vidro.

Figura B5- Teste de Escoamento

(A) 0,05 mL de cada cimento colocado em placa de vidro; (B) Outra placa de vidro e um dispositivo
metalico foram posicionados sobre o material totalizando 120 g; (C) Mensura¢do do diametro médio
de cada espécime utilizando um paquimetro digital; (D) Fotografias digitalizadas e mensuradas quanto
a 4rea de escoamento em mm? por meio do programa Image Tool 3.00.

Autores: Prof’. Dr® Raqueli Viapiana e Prof®. Dr®. Roberta Bosso Martelo.

Duas técnicas foram utilizadas para avaliar o escoamento. Na primeira, o didmetro
médio (diametros maximo e minimo) de cada espécime foi medido com auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo, Tokyo, Japdo) com precisdo de 0,1 mm (Figura B5.C). Na
segunda, um método adicional (modificagdo da norma 1SO) foi usado no qual os corpos-de-
prova foram fotografados, e as imagens obtidas foram digitalizadas para a mensuracao da area
de escoamento (em mm?) por meio do programa UTHSCSA Image Tool para Windows
Versédo 3.00 (Figura B5.D).
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B 2: Alteracdo Volumétrica: Microtomografia Computadorizada (micro-CT)

Foram confeccionados corpos-de-prova dos cimentos medindo 5 mm de didmetro e 3
mm de altura (n = 6) por um Unico operador treinado e calibrado, e mantidos em estufa a
37°C e umidade relativa por 3 vezes o tempo de presa. Para a presa dos cimentos NMTAP e
MTAF, uma gaze umida foi colocada sobre os materiais. Posteriormente, os espécimes foram
escaneados por micro-CT (Bruker-MicroCT 1176, Kontich, Belgium). Em seguida, os
espécimes foram imersos em agua destilada durante 7 e 30 dias (Figura B6.A) e foram

escaneados novamente apds os periodos experimentais.

Figura B6- Teste de alteracdo volumétrica em micro-CT

A B C

k

(A) Espécimes imersos em agua destilada durante 7 e 30 dias e mantidos em estufa a 37° C; (B)
Espécimes introduzidos no interior de suporte de isopor; (C) Micro-CT (Bruker-MicroCT 1176,
Kontich, Belgium).

Fonte: Arquivo do proprio autor e de Fernanda F. Esteves Torres.

O procedimento de digitalizacdo foi realizado com o0s seguintes parametros
radiograficos: 50 kV de voltagem e 500 YA, filtro de aluminio de 0,5 mm, voxel isotrépico de
18 um, pixel da camera de 12.45, 721 registros em tiff. e ciclo de evolucdo de 360°. A
reconstrucdo das imagens foi realizada com o software NRecon (V1.6.4.7; Bruker-MicroCT)
de forma padronizada e foram utilizados 0s mesmos parametros para 0 mesmo material nos
diferentes periodos (Figuras B6.B e B6.C). As imagens reconstruidas foram sobrepostas nos
diferentes periodos usando o programa Data Viewer (V1.5.2.4; Bruker- MicroCT). As
imagens foram analisadas com o software CTAn (V1.11.8; Bruker-MicroCT). O volume total

dos cimentos nas cavidades foi calculado em cada intervalo de tempo.



B 2.1: Parametros de escaneamento (SkyScan1176):

[System]

Scanner=SkyScan1176

Instrument S/N=11C08026

Hardware version=A
Software=Version 1. 1 (build 7)

Home directory=C:\SkyScan1176
Source Type=PANalytical's Microfocus Tube
Camera=Princeton Instruments
Camera Pixel Size (um)= 12.45
CameraXYRatio=0.9870

Bed shift in X per 1000 lines=0.000000
Bed shiftin Y per 1000 lines=0.000000
[Acquisition]

Data directory=H:\Micro CT\16-01-2017\Altera¢do volumétrica\7 dias\Neo MTA\Parte de

cima

Filename Prefix=Parte de cima_
Filename Index Length=4
Number of Files= 721

Source Voltage (kV)= 50

Source Current (uA)= 500
Number of Rows= 1336

Number of Columns= 2000
Image crop origin X= 0

Image crop origin Y=0

Camera binning=2x2

Image Rotation=0.0120

Gantry direction=CC

Number of connected scans=1
Image Pixel Size (um)= 17.48
Object to Source (mm)=120.299
Camera to Source (mm)=172.040
System Matrix Calibration=NO
Vertical Object Position (mm)=112.794
Optical Axis (line)= 652

Filter=Al 0.5mm

Image Format=TIFF

Data Offset (bytes)= 264
Horizontal overlap (pixel)=64
Camera horizontal position=Center
Depth (bits)=16

Visual Camera=0FF
Synchronised Scan=0FF

Delay for external event (ms)=(5)
List mode=0OFF (2)

Screen LUT=0

Exposure (ms)= 380
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Rotation Step (deg)=0.500
Frame Averaging=0ON (3)

Use 360 Rotation=YES
Geometrical Correction=0ON
Camera Offset=0FF

Scanning Start Angle=-0.044
Median Filtering=ON

Flat Field Correction=0ON
Rotation Direction=CC
Scanning Trajectory=ROUND
User Name=

User Rights=full access

Type Of Motion=STEP AN
Source Temperature=32.74 °C
Study Date and Time=Jan 23, 2017 11:54:58
Scan duration=00:28:27

B 2.2: Parametros de reconstrucdo no software NRecon:

Reconstruction Program=NRecon

Program Version=Version: 1.6.9.8

Program Home Directory=E:\Micro CT\Softwares MicroCT\Softwares Agosto 2014\NRecon
antigo

Reconstruction engine=NReconServer

Engine version=Version: 1.6.9

Reconstruction from batch=Yes

Postalignment=1.50

Reconstruction servers= DESKTOP-622P9ER

Option for additional F4F float format=0FF

Reconstruction mode=Standard

Dataset Origin=SkyScan1176

Dataset Prefix=Parte de cima_

Dataset Directory=E:\Micro CT\Alteracdo Volumétrica\7 dias\Neo MTA\Parte de cima
Output Directory=E:\Micro CT\Altera¢do Volumétrica\7 dias\Neo MTA\Parte de cima\rec 2
Time and Date=Mar 14, 2017 10:23:55

First Section=212

Last Section=699

Reconstruction duration per slice (seconds)=4.782787

Total reconstruction time (488 slices) in seconds=2334.000000

Section to Section Step=1

Sections Count=488

Result File Type=BMP

Result File Header Length (bytes)=1134

Result Image Height (pixels)=1284

Pixel Size (um)=17.49322



Reconstruction Angular Range (deg)=360.00

Use 180+=0FF

Angular Step (deg)=0.5000

Smoothing=10

Smoothing kernel=0 (Asymmetrical boxcar)

Ring Artifact Correction=5

Draw Scales=OFF

Object Bigger than FOV=0FF

Reconstruction from ROI=ON

ROI Top (pixels)=1741

ROI Bottom (pixels)=454

ROI Left (pixels)=274

ROI Right (pixels)=1561

ROI reference length=2000

Filter cutoff relative to Nyquisit frequency=100
Filter type=0

Filter type meaning(1)=0: Hamming (Ramp in case of optical scanner); 1: Hann; 2: Ramp; 3:
Almost Ramp;

Filter type meaning(2)=11: Cosine; 12: Shepp-Logan; [100,200]: Generalized Hamming,
alpha=(iFilter-100)/100

Undersampling factor=1

Threshold for defect pixel mask (%)=0

Beam Hardening Correction (%)=30

CS Static Rotation (deg)=0.00

Minimum for CS to Image Conversion=0.000000
Maximum for CS to Image Conversion=0.150000
HU Calibration=OFF

BMP LUT=0

Cone-beam Angle Horiz.(deg)=16.547293
Cone-beam Angle Vert.(deg)=11.096256
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Figura B7- Imagens reconstruidas do cimento NMTAP sobrepostas no software DataViewer
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(A) Imagens sobrepostas nos periodos inicial e de 7 dias; (B) Imagens sobrepostas nos
periodos inicial e 30 dias.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Figura B8- llustracdo em 3D realizado no software CTVol representando a cavidade preenchida pelo
cimento AH Plus

Autor: Fernanda F. Esteves Torres.
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