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Abu Hasna A. Ac¢do antimicrobiana, citotoxicidade, composicdo quimica e
radiopacidade de cimentos bioceramicos reparadores [tese]. S&o José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2021.

RESUMO

Os cimentos bioceramicos possuem diversas aplicacdes clinicas na area de
endodontia. Este estudo teve como objetivo avaliar a acdo antimicrobiana do
cimento de cinco 6xidos minerais “5SMO”, do agregado trioxido mineral “MTA”
que ja é um material consagrado, como também do agregado triéxido mineral
reparador de alta plasticidade “MTA HP”, e comparar a capacidade dos mesmos
na eliminacdo de microrganismos anaerébios, comumente encontrados em
infeccdes endoddnticas primarias por meio de teste de MTT; avaliar e comparar
também a biocompatibilidade dos mesmos através testes de citotoxicidade de
MTT sobre cultura de macrofagos de camundongos (RAW 264.7) e osteoblastos
(MG-63); avaliar a composi¢do quimica dos mesmos atraves da microscopia
eletronica de varredura “MEV” acopladaa espectroscopia de raios X por
dispersdo em energia “EDS ou EDAX” e avaliar a fase por difragdo de raios-
X “DRX”; além de avaliar a sua radiopacidade. Neste estudo, foi observada a
atividade antibiofilme efetiva dos grupos experimentais sobre alguns
microrganismos  anaerobios incluindo Porphyromonas  gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum e
Prevotella intermedia, por outro lado, os mesmos foram biocompativeis sobre 0s
macrofagos e osteoblastos ap6s 5 min de contato. Além disso, foram
encontrados principais componentes quimicos em que a presenca de titanio,
enxofre e potassio e a auséncia de tungsténio no 5SMO o torna diferente do MTA
e do MTA HP, e a presenca de estréncio no MTA HP o torna diferente do 5MO
e do MTA. Todos os bioceramicos avaliados apresentaram uma radiopacidade
adequada para serem utilizados clinicamente de acordo com o protocolo para
radiopacidade de materiais dentarios, publicado pela International Standards
Organization (I1SO). Sendo assim, os cimentos bioceramicos 5MO, MTA HP, e
MTA possuem acdo antimicrobiana efetiva contra todos os microrganismos
anaerobios analisados, sdo biocompativeis, possuem componentes quimicos em
comum, e possuem radiopacidade adequada para o uso clinico de material
dentario.

Palavras-chave: Acdo antibiofilme. Agregado trioxido mineral. Cinco 6xidos
minerais. Citotoxicidade. Composicdo quimica. Radiopacidade.



Abu Hasna A. Antimicrobial action, cytotoxicity, chemical composition and
radiopacity of reparative bioceramic cement. [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Sado Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2021.

ABSTRACT

Bioceramic cements have several clinical applications in endodontics. This
study aimed to evaluate the antimicrobial action of the cement of five mineral
oxides "5MOQ", mineral trioxide aggregate "MTA"™ which is already an
established material, as well as the mineral trioxide aggregate repair high
plasticity "MTA HP", and to compare their ability to eliminate anaerobic
microorganisms, commonly found in primary endodontic infections by means of
MTT test; to evaluate and compare their biocompatibility through MTT
cytotoxicity tests on mouse macrophage cultures (RAW 264.7) and osteoblasts
(MG-63); evaluate their chemical composition through scanning electron
microscopy “SEM” coupled with energy dispersion X-ray Spectroscopy “EDS
or EDAX” and evaluate the phase by X-ray diffraction “XRD”; in addition to
evaluating its radiopacity. In this study, all tested bioceramic cements were
effective over some anaerobic microorganisms including Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Parvimonas micra, Fusobacterium
nucleatum and Prevotella intermedia, on the other hand, they were
biocompatible on macrophages and osteoblasts after 5 minutes of contact. In
addition, main chemical components were found in which the presence of
titanium, sulfur and potassium and the absence of tungsten in 5MO makes it
different from MTA and MTA HP, and the presence of strontium in MTA HP
makes it different from 5MO and MTA. All evaluated bioceramic cements
presented adequate radiopacity to be used clinically according to the protocol
for radiopacity of dental materials, published by the International Standards
Organization (1SO). Thus, 5MO, MTA HP, and MTA bioceramic cements have
effective antimicrobial action against all tested anaerobic microorganisms, are
biocompatible, have chemical components in common, and have adequate
radiopacity for the clinical use of dental material.

Keywords: Anti-biofilm action. Mineral trioxide aggregate. Five mineral oxides.
Cytotoxicity. Chemical composition. Radiopacity.



1 INTRODUCAO

O tratamento endoddntico conservador visa proteger a polpa exposta
através da inducdo da formacdo de dentina secundaria (Pincemaille, 1950)
considerando a capacidade de tecido pulpar inflamado em regenerar e formar
um tecido mineralizado (Bubenik, 1954) aplicando o conceito chamado
“capeamento pulpar” (Nyborg, 1955) que € uma técnica conhecida desde o
século XVIII como a aplicacdo de um material ndo irritante sobre uma polpa
ferida para desinflamar o tecido pulpar (not stirring up the fire) e manter o dente
funcional (Barrett, 1877), acreditando-se que a pressao criada ao cobrir a polpa
agredida com um material bioativo apresentaria um efeito fundamental no
reparo da mesma (Kalnins, 1957).

Na endodontia contemporanea, o capeamento pode ser indireto sobre
uma estrutura fina de dentina sem exposi¢do pulpar, ou direto sobre uma polpa
exposta (Swift, Trope, 1999). Por outro lado, a pulpotomia é a remocao da polpa
coronaria mantendo a polpa radicular (Tobin, 1946). Todos esses procedimentos
encaixam-se sob a técnica de apicogénese visando o desenvolvimento
fisiologico continuo e a formacdo final da raiz de dentes com rizogénese
incompleta que possuem uma polpa viva que sofreu alguma irritacdo patologica
(Tenca, Tsamtsouris, 1978).

Ja para a polpa necrosada, apicificacdo é a técnica de escolha, na qual
um dente permanente imaturo ndo vital, que perdeu sua capacidade de
desenvolvimento radicular, é induzido a formar uma barreira calcificada
(Torabinejad, Walton, 2009). Por outro lado, outra técnica mais contemporanea
estd ganhando um espagco aumentado na endodontia regenerativa, € conhecida
como revascularizacdo visando o restabelecimento da vascularizagdo no espaco

pulpar apods lesbes traumaticas (Andreasen et al., 2018) por meio da aplicacéo de
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um material bioativo sobre um coagulo sanguineo estimulado (lwaya et al.,
2001), visando restaurar a vascularizacdo (Huang, Lin, 2008), permitindo assim
a diferenciacdo de células tronco a formar tecidos igual a dentina (Torabinejad,
Walton, 2009).

O agregado trioxido mineral “MTA” é um material reparador bioativo
derivado do cimento de Portland (Torabinejad, 1993), que tem sido efetivo em
varios procedimentos clinicos como um material reparador e regenerador,
servindo efetivamente em diversas situacdes clinicas de apicogénese incluindo o
capeamento pulpar e como material reparador em casos de apice incompleto
onde necessita de tratamento endodontico parcial (pulpotomia) (Dammaschke et
al., 2010; Moradi et al., 2006; Linsuwanont et al., 2017), além disso, € indicado
para a mesma finalidade em casos de polpa necrosada, tanto para apicificacéo
(Linsuwanont et al., 2018) quanto para revascularizacdo pulpar (Saeki et al.,
2014; Yadav et al., 2015). Uma outra aplicacdo do MTA é como material de
selamento de perfuractes laterais e em furcas (Alsulaimani, 2018; Lee et al.,
1993).

O MTA foi escolhido apo6s décadas do uso do cimento de hidréxido de
calcio “Ca(OH),” que foi amplamente estudado para avaliar a sua eficacia como
material reparador no manejo de casos de rizogénese incompleta incluindo
pulpotomia e capeamento pulpar apresentando resultados interessantes (Cvek,
1972; Schroder, 1972). O Ca(OH), foi o material de escolha apds varios estudos
que aprovaram a sua agdo regeneradora e reparadora (Cvek, 1972; Matsuzaki et
al., 1990) até o surgimento do MTA.

Uma novidade nesta drea ¢ o cimento de cinco 6xidos minerais “5MO”
que também ¢é um material derivado do cimento de Portland, que foi
desenvolvido para tratar varios tipos de acidentes e complicagdes endodénticas.
O 5MO também demonstrou ser efetivo em casos de capeamento pulpar quando

comparado ao cimento de Ca(OH), (Dycal) (Ala Rachi et al., 2014), sendo
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interessante ampliar os estudos sobre este cimento inovador. Além do agregado
trioxido mineral reparador de alta plasticidade (Mineral Trioxide Aggregate
Repair HP) “MTA HP”, um cimento a base de silicato, de alta plasticidade e
propriedades fisicas aumentadas (Silva et al., 2016) com biocompatibilidade e
biomineralizacdo semelhante ao MTA (Cintra et al., 2017), apresentando
também um grau adequado de compatibilidade celular com células-tronco da
polpa dental humana (Tomas-Catala et al., 2018).

Os cimentos reparadores endodonticos tém demonstrado comportamento
clinico eficiente comprovado em diversos estudos (Abu Hasna et al. 2020c, Ala
Rachi et al., 2014; Al-Nahlawi et al., 2021; Alsulaimani, 2018; Cintra et al.,
2017; 2020?%; Matsuzaki et al., 1990), no entanto, a acdo antimicrobiana destes
materiais sobre bactérias de importancia odontologica tem sido pouco explorada.
A acdo antimicrobiana € um fator extremamente relevante que deve ser avaliada
devido a importéncia da desinfeccdo e de manter a assepsia da regido selada
com estes cimentos para garantir o sucesso do tratamento endodontico (Delboni
et al., 2017). E importante destacar que existe uma relagdo entre a infecgéo
polimicrobiana dos canais radiculares, especialmente causada por bactérias
anaerobias estritas dos géneros Fusobacterium, Parvimonas, Prevotella,
Porphyromonas, Dialister e Treponema, e facultativas do género Streptococcus
com os sinais e sintomas clinicos (Siqueira, Roég¢as, 2013). E mais
especificamente, no perfil microbiano da infeccdo endodéntica primaria foi
observada a presenca de diversos microrganismos anaerébios Gram-positivos e
Gram-negativos incluindo  Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
endodontalis, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum e Prevotella
intermedia entre outros (Machado et al., 2020), tornando-se assim importante
estudar a acdo antimicrobiana dos cimentos reparadores sobre estes
microrganismos.

Por outro lado, apesar do sucesso clinico apresentado pelo MTA, MTA
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HP e 5MO (Ala Rachi et al., 2014; Alsulaimani, 2018; Cintra et al., 2017), ainda
faltam estudos sobre a biocompatibilidade do MTA HP e 5MO sendo que a
biocompatibilidade é de extrema importancia e deve ser avaliada por ter efeito
direto sobre o éxito desse tipo de tratamento endodoéntico (Schweikl et al.,
2006). Portanto, o teste de citotoxicidade pode ser realizado para avaliar a
atividade metabodlica das céelulas que ficardo em contato com o0s materiais
(Camilleri, Pitt Ford, 2006; Williams, 2008; Peng et al., 2021).

A composicdo quimica destes materiais € um outro fator relevante a ser
explorado para entender o seu comportamento e a sua reacdo com 0S outros
materiais (Khan et al., 2016). A composicdo quimica possui efeito direto no pH
do material e nas substancias que podem ser liberadas durante esta reagdo como
fons de calcio, arsénio e chumbo (Camilleri et al., 2012; Nassar et al., 2020;
Séez et al., 2017). Por outro lado, a composi¢do quimica dos cimentos afeta
diversas propriedades fisicas como o tempo de cura ou endurecimento do
material, a alteracdo cromatica de dentes causada pelos cimentos, a
radiopacidade dos cimentos para diferencia-los radiograficamente de outros
materiais e outras estruturas adjacentes (Ber et al., 2007; Borges et al., 2011;
Guimaraes et al., 2015), além de outras propriedades fisicas como microdureza,
capacidade de selamento e infiltragdo marginal (Aksel et al., 2018; Camargo et
al., 2012).

Diante do exposto, nota-se a necessidade de avaliar acdo antimicrobiana,
citotoxicidade, analise morfolégica, composicdo quimica e radiopacidade do
cimento 5MO, em comparagdo com os cimentos MTA HP e MTA. Podendo,
assim, contribuir com a comunidade académica no uso de mais alternativas de

cimentos reparadores que possam proporcionar resultados clinicos promissores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agregado trioxido mineral

E um material reparador que foi lancado primeiramente em 1993 como
um material de selamento de perfuracGes laterais da raiz dentéria, comparado a
améalgama e um cimento restaurador intermediario de o0xido de zinco-eugenol
(IRM) em que foi concluido que o MTA mostrou 0 melhor comportamento, a
menor infiltragdo marginal e a menor tendéncia de extravasamento (Lee et al.,
1993). No mesmo ano e nos proximos dois anos, 0 MTA foi estudado como
material de preenchimento da extremidade da raiz (plug) avaliando a sua
capacidade de selamento, infiltragdo por corante, e a infiltracdo bacteriana
respectivamente (Torabinejad et al., 1993, 1994, 1995d). Além disso, 0 MTA foi
estudado amplamente depois avaliando a sua capacidade em fechamento das
perfuracdes na regido da furca (Ford et al., 1995), a sua adaptacdo marginal e
suas propriedades fisicas e quimicas (Torabinejad et al., 1995a, 1995e).

Os resultados positivos relatados nos ultimos estudos por diversos
autores chamaram a atencdo ao MTA a ser estudado de forma mais extensa
apresentando o MTA como material reparador novo, inventado pelo professor
Mahmoud Torabinejad, tendo um grande impacto na pratica endoddntica e
melhorando a taxa de sucesso em todos o0s consultorios odontoldgicos
mundialmente (Asgary et al., 2013) ap0s a sua aprovacao pela Administracéo de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos Americanos (The United States
Food and Drug Administration - FDA) em 1998 e o0 seu langamento no mercado
em 1999 primeiramente pela Dentsply Tulsa (Dentsply Tulsa, Johnson City, TN)
com o nome ProRoot MTA nos Estados Unidos Americanos (Schmitt et al.,



2001), e posteriormente no Brasil pela Angelus (Angelus, Londrina, Brasil)
como nome comercial Angelus MTA em 2001 e sendo aprovado pela FDA em
2011.

2.1.1 Agdo antimicrobiana do MTA

A acdo antimicrobiana do MTA foi avaliada sobre nove bactérias
facultativas  incluindo:  Streptococcus faecalis, Streptococcus  mitis,
Streptococcus  mutans,  Streptococcus  salivarius, Lactobacillus  spp.,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, e
Escherichia coli B e sete bactérias anaerobicas estritas incluindo: Prevotella
buccae, Bacteroides fragilis, P. intermedia, Prevotella melaninogenica,
Fusobacterium necrophorum, F. nucleatum e Peptostreptococcus anaerobius
comparado a amalgama, 6xido de zinco-eugenol (IRM) e Super EBA em que foi
concluido que o MTA teve um efeito antibacteriano em algumas das bactérias
facultativas e nenhum efeito em qualquer uma das bactérias anaerdbias estritas
(Torabinejad et al., 1995b).

Além disso, a acdo antimicrobiana do MTA foi avaliada em comparacao
ao Ca(OH), sobre S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, B. subtilis, e contra
Candida albicans e o Ca(OH), mostrou-se mais efetivo (Estrela et al., 2000).
Porém, (Al-Hezaimi et al., 2005) concluiram que o MTA tanto o nacional
(Angelus) quanto o ProRoot apresentam um poder antimicrobiano efetivo contra
S. mutans, Streptococcus sanguis e S. salivarius. Além disso, (Ribeiro et al.,
2010) concluiram que o MTA em condi¢Oes aerdbicas provocou atividade
antimicrobiana por inducao de espécies reativas de oxigénio.

Associar o MTA com outros materiais como 0xido de zirconio (ZrO2),



pentdéxido de niobio (Nb205), nanoparticulas de hidroxiapatita (HAn) e
nanoparticulas de prata (AgNPs) foi relatado na literatura, aumentado assim a
sua acdo antimicrobiana (Guerreiro Tanomaru et al., 2014, 2016; Vazquez-
Garcia et al., 2016).

(Prestegaard et al., 2014) avaliaram o efeito antimicrobiano do MTA
sozinho sem outras associacoes comparado o Ca(OH), sobre E. faecalis
verificando que o Ca(OH), foi mais efetivo. Além disso, outros estudos
mostraram que o MTA como material reparador possui um poder
antimicrobiano limitado (Farrugia et al., 2017) e ndo ¢ eficaz contra biofilme de

microcosmo multiespécies (Jardine et al., 2019).

2.1.2 Citotoxicidade do MTA

A citotoxicidade do MTA foi avaliada em comparacdo com a amalgama,
6xido de zinco-eugenol IRM e Super EBA em que foi concluido que o MTA foi
0 menos toxico seguido por améalgama, Super EBA e Oxido de zinco-eugenol
IRM sobre células L929 de camundongo (Torabinejad et al.,, 1995c).
Comparando o efeito citotdxico dos mesmos materiais sobre fibroblastos de
ligamento periodontal humano, o Super EBA e 0 MTA foram 0s menos tdxicos
apos exposicdo de 24 h (Keiser et al., 2000). Inversamente, um outro estudo
avaliou o efeito do MTA, oxido de zinco-eugenol IRM, amalgama, e Retroplast
sobre fibroblastos e macréfagos de camundongo e mostrou apos 24 h resultados
negativos, em que todos os materiais avaliados inibiram a proliferacdo celular
(Haglund et al., 2003). De Deus et al. (2005) verificaram que a citotoxicidade do

MTA diminui-se com o tempo permitindo o restabelecimento da cultura celular.

21



Diversos radiopacificadores foram adicionados ao MTA, assim a sua
citotoxicidade foi estudada, em que o 6xido de bismuto, o mais utilizado com o
cimento de Portland, encontra-se biocompativel com as células imortalizadas do
ligamento periodontal humano por 10 min (Kim et al., 2008) e com o tecido
conjuntivo subcutaneo por 7 e 60 dias (Coutinho-Filho et al., 2008). Assim,
outro estudo relatou a biocompatibilidade de pentoxido de nidbio (Nb205)
como outro radiopacificador associado com o cimento de Portland (Silva et al.,
2015).

Nos anos seguintes, diversos estudos relatados na literatura mostraram
que o MTA né&o possui citotoxicidade ou um leve grau de citotoxicidade sobre
diversas linhagens de células utilizando métodos de avaliacdo diferentes (Asgary
et al.,, 2012; Chang et al., 2014; Saberi et al., 2016; Rodriguez-Lozano et al.,
2017; Yoshino et al., 2013).

Porém, em um estudo mais recente sugeriu gque existe um possivel efeito
citotéxico do MTA ao tecido pulpar quando ha contato direto (Tsai et al., 2018),
ainda, outro estudo revelou que o MTA possui um grau de citotoxicidade sobre
células-tronco da polpa dentaria (Youssef et al., 2019), porém sobre a mesma
linhagem de células, um outro estudo mostrou que o MTA é biocompativel
(Omidi et al., 2020). Assim, torna-se a necessario um estudo mais atual sobre a
citotoxicidade do MTA sobre linhas diferentes de células humanos de interesse

odontoldgico.
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2.1.3 Composicao quimica e radiopacidade do MTA

Na patente do MTA foi descrito que o mesmo consiste em 50-75% (em
peso) de dxido de calcio e 15-25% de didxido de silicio. O 6xido de bismuto foi
adicionado para proporcionar radiopacidade ao material (Torabinejad, 1993), o
mesmo autor e o inventor do MTA no seu primeiro estudo avaliando a
composicdo quimica do MTA concluiu que 0 mesmo possui ions de calcio e
fésforo como moléculas principais e que 0 MTA ¢é mais radiopaco do que Super-
EBA e Oxido de zinco-eugenol IRM (Torabinejad et al., 1995a).

O MTA é um cimento biocerdmico derivado do cimento de Portland, a
diferenca na composicdo quimica entre os dois é a presenca do 6xido de bismuto
no MTA (Estrela et al., 2000). O MTA cinza foi a primeira versdo lancada
comercialmente (Schmitt et al., 2001) e causava um escurecimento dos dentes
tratados, assim, sugeriu-se a criagdo e o lancamento de uma nova versdo da cor
do dente (tooth colored MTA) ou a conhecida comercialmente como a verséao
branca para evitar o potencial escurecimento do MTA cinza por motivos
cosméticos (Holland et al., 2002). Porém, a composi¢cdo quimica entre as duas
versdes, cinza e branca, é a mesma sem diferenca significante exceto ao trioxido
de aluminio (Al203), 6xido de magnésio (MgO) e, especialmente, 6xido de
ferro (FeO) que se-encontram mais concentrados na MTA cinza (Asgary et al.,
2005).

N&o ha diferenca significativa na radiopacidade entre 0 MTA cinza e
branco, porém, essa radiopacidade € maior do que a do cimento de Portland.
Apesar da diferenca na composicdo quimica entre as duas versdes do MTA, e
entre o MTA e o cimento de Portland (Islam et al., 2006). A composi¢ao

quimica do MTA foi alterando como é observado nos estudos encontrados na
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literatura, em que auséncia de ions bismuto e presenca de ions potassio eram as
principais diferencas entre 0 MTA e o cimento de Portland, e a quantidade
significativa de ferro encontrada no MTA cinza quando comparado ao MTA
branco (Song et al., 2006).

Essa diferenca na composicdo entre 0 MTA e o cimento de Portland,
chamou atencdo dos pesquisadores de associar o 0xido de bismuto ao cimento
de Portland e avaliar os resultados, em que o primeiro estudo relatou que
adicionar 20% de 6xido de bismuto ao cimento de Portland tem maior potencial
para ser usado como alternativa ao MTA (Kim et al., 2008). Outro estudo
afirmou que ainda o MTA possui radiopacidade maior (Coutinho-Filho et al.,
2008) e que o MTA branco e o cimento Portland branco com éxido de bismuto
15% apresentaram a radiopacidade necessaria para um cimento endodéntico
(Bueno et al., 2009) sugerindo assim essa associacdo como alternativa viavel ao
MTA (Hwang et al., 2009).

Outros radiopacificadores, além do oxido de bismuto, foram sugeridos
como sulfato de bario, didxido de titanio, éxido de zinco, p6 de ouro e liga de
prata / estanho em que os melhores resultados forma encontrado com a liga de
prata / estanho e o p6 de ouro (Camilleri, Gandolfi 2010) e em outros estudos
foram sugeridos o pentoxido de nidbio “Nb205” como radiopacificador
alternativo (Mestieri et al., 2014), o oxido de zirconio (ZrO2) (Guerreiro
Tanomaru et al., 2014), nanoparticulas de hidroxiapatita (HAn) (Guerreiro
Tanomaru et al., 2016) e nanoparticulas de prata (AgNPs) (Vazquez-Garcia et
al., 2016), em que todos apresentaram resultados promissores para a

radiopacidade e as propriedades fisicas e bioldgicas do cimento de Portland

A composicdo quimica do MTA possui efeito direto no seu potencial de
escurecimento, assim como o veiculo que reage com 0 MTA (Guimarées et al.,

2015). Entretanto, mesmo com o surgimento do MTA branco ainda continuou a
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causar escurecimento nos dentes tratados (Salem-Milani et al., 2017), por isso
foi sugerida uma adicdo de 6xido de zinco ZnO em varias concentracGes a fim
de inibir a alteragdo cromaética dentaria sem interferir na radiopacidade do MTA
(Marciano et al., 2017).

O veiculo utilizado na manipulagdo do MTA possui efeito também na
sua composicao guimica, em que os precipitados formados ap6s manipular com
agua destilada sdo principalmente o carbonato de calcio e hidréxido de célcio,
enquanto o precipitado apds manipular com a solucdo tampéo fosfato-salina
“PBS” foi o fosfato de calcio amorfo (Han et al., 2010). Por outro lado, a técnica
de manipulacdo manual ou mecénica também altera os precipitados formados
(Basturk et al., 2018).

2.2 Agregado trioxido mineral reparador de alta plasticidade “MTA HP”

E uma nova versdo do MTA que possui alta plasticidade segundo o
fabricante. Segundo (Cintra et al., 2017), o MTA HP foi avaliado em
comparacdo com os dois MTA convencionais, MTA Angelus e ProRoot MTA,
sobre linhagem de fibroblastos L929 e o MTA HP apresentou
biocompatibilidade semelhante ao MTA Angelus e aumento da viabilidade dos
fibroblastos em comparacdo a0 mesmo cimento ap0s um periodo mais longo.
Além disso, o efeito do MTA HP sobre a viabilidade celular das células-tronco
da polpa dental humana demonstrou aumento adequado na viabilidade celular e
a analise por MEV revelou um alto grau de proliferacdo e fixacdo celular
comparado com varias versées do MTA (Tomaés-Catala et al., 2017). Em outro

estudo realizado pela mesma equipe, e comparando o MTA HP com outros
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cimentos bioceramicos, concluiu-se que o MTA HP apresentou grau adequado
de citotoxicidade com o mesmo tipo de cé€lulas-tronco e com bom grau de
migracdo celular (Tomas-Catalé et al., 2018). Outro estudo revelou que o MTA
e MTA HP mantiveram a viabilidade celular de osteoblastos e além disso, pela
analise do MEV foi observado um alto grau de proliferacdo celular (Ferreira et
al., 2019). A sua agdo antimicrobiana foi avaliada em comparagdao com outro
cimento bioceramico (iRoot BP Plus) sobre bactéria aerébia e anaerdbia em que
o ultimo foi mais efetivo (ElReash et al., 2019).

O MTA HP possui uma radiopacidade igual a do MTA convencional
dada pela presenca do radiopacificador tungstato de célcio (Guimaraes et al.,
2018; Ferreira et al., 2019). Além disso, ¢ considerado como material bioativo
devido a presenca aumentada de aluminato de célcio e a sua habilidade rapida e
eficaz em formagao de revestimento de superficie de fosfato de calcio cristalino
(Jiménez-Sanchez et al., 2019a, 2019b).

Conforme o fabricante (Angelus), a principal diferenga entre o MTA e
MTA HP ¢ na substituicao da agua destilada por um liquido que contém agua e
mais um plastificante organico que d4 ao produto uma alta plasticidade e a
substitui¢do do radiopacificador (de Oxido de Bismuto para Tungstato de

Calcio), garantindo a auséncia de descoloragao dental.

2.3 Cimento de cinco oxidos minerais “sSMQ”

O 5MO ¢ um cimento odontologico reparador desenvolvido para tratar

todos os acidentes e complicagdes endodonticas. O SMO mostrou efici€éncia em
casos de capeamento pulpar comparado ao Ca(OH)z Dycal. Este material ¢

semelhante a0 MTA (ProRoot), desenvolvido pelo Dr. Maysour Ala Rachi
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(Numero da patente Siria: 5770) (Ala Rachi et al., 2014).

Poucos estudos na literatura foram desenvolvidos para investigar o 5MO
e suas propriedades fisicas, bioldgicas e quimicas. Na literatura consultada, ha
dois relatos de casos clinicos utilizaram o 5MO como material de preenchimento
da extremidade da raiz “plug” ap6s realizar apicectomia. O primeiro caso de um
dente adjacente de um odontoma complexo em que ndo foram observados sinais
e sintomas de inflamacdo ao longo de doze meses de controle, porém, com
neoformacdo 0ssea observada radiograficamente na regido da lesdo. Portanto,
foi concluido que o 5MO parece ser um cimento biocerdmico eficaz com
caracteristicas reparadoras (Flores Orozco et al., 2019). O outro relato de caso €
de um dente com perfuracdo lateral onde foi feita apicectomia e
descontaminacdo com o0 auxilio da terapia fotodindmica. Neste caso foi
observada uma neoformacéo 6ssea na regido periapical do dente e boa adaptacéao
marginal apds 12 meses e foi concluido que o 5MO ¢é eficaz em induzir o reparo
da lesdo periapical e selamento da area periapical exposta do dente, sugerindo
que 0 sucesso alcancado dependeu principalmente da desinfeccdo do canal
radicular e do sitio cirdrgico alcan¢ado com o auxilio da terapia fotodinamica
antimicrobiana usando o azul de metileno com fotossensibilizador junto com
laser diodo de baixa poténcia (Abu Hasna et al., 2020c).

O 5MO foi comparado ao MTA como material de capeamento pulpar em
96 dentes anteriores de cdes saudaveis. Ambos 0s materiais de capeamento
pulpar foram utilizados nas cavidades classe V que foram preparadas nos dentes.
Apds a exposicdo da polpa, os materiais de capeamento pulpar foram aplicados
diretamente na polpa exposta. Apds 7 e 90 dias, os animais foram sacrificados e
0s espécimes foram examinados em microscopio Optico de luz para estimar a
quantidade de inflamacéo pulpar e formacdo de dentina na interface do material
de capeamento. N&o houve diferenca significativa entre os materiais MTA e

5MO em termos de resposta pulpar, formacao de tecido duro e preservacao de
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tecido pulpar normal. Pela avaliacdo histologica: apos 7 dias de capeamento
pulpar direto, ambos os grupos apresentam inflamacdo severa e moderada, sem
formacdo de dentina. Apds 90 dias de capeamento pulpar direto, uma ponte
calcificada foi formada diretamente abaixo do material de capeamento no local
da lesdo em ambos os grupos MTA e 5MO; ambos 0s grupos ndo mostraram
sinais de inflamag&o. Sendo assim, foi concluido que ndo ha diferencga
significativa entre MTA e 5MO quando usado como material de capeamento
pulpar direto (Darweesh et al., 2020).

Em outro relato de caso mais recente, 0 5SMO foi testado com material
para preenchimento de duas perfuracbes (furca e broca de pino) de canal
radicular e induzir cicatrizacdo clinica e radiografica nos tecidos periodontais
com / sem 0 uso de matriz esponjosa de colageno, o 5MI foi efetivo em ambos

0s casos apds acompanhamento de trés anos (Al-Nahlawi et al., 2021).
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3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os cimentos 5SMO, MTA HP e
MTA quanto:

a)acdo antimicrobiana sobre bactérias anaerdbias de interesse
endodontico: P. gingivalis, P. endodontalis, P. micra, F. nucleatum e
P. intermedia na forma plancténica e em biofilme;

b) citotoxicidade utilizando cultura de macréfagos de camundongos
(RAW 264.7) e osteoblastos (Mg-63);

¢) analise morfoldgica por meio da MEV;

d) analise da composicao quimica e estrutura por meio de EDS/EDAX e
avaliacédo da fase por DRX;

e) analise da radiopacidade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacdo antimicrobiana dos cimentos

4.1.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e

concentracdo microbicida minima (CMM) dos grupos experimentais

Cinco cepas diferentes de P. gingivalis (ATCC 33277), P. endodontalis
(ATCC 35406), P. micra (ATCC 23195), F. nucleatum (ATCC 25586) e P.
intermedia (ATCC 33563). Os indculos preparados a partir do crescimento de
cultura de 24 h incubadas em camara de anaerobiose Whitley DG250
Workstation (Don Whitley Scientific Limited, West Yorkshire, BD17 7SE, Reino
Unido) em &gar Brucella (Himedia, Mumbai, india) enriquecido com sangue. Os
inoculos foram padronizados em espectrofotdmetro (Espectrofotdometro visivel
V-5000, Shanghai Metash Instruments Co., Ltd, China) (1 x 10% cells / mL),
sendo que a densidade 6ptica foi 600 nm para todos e 0 comprimento da onda
foi 0,80 nm para todos os microrganismos exceto ao F. nucleatum que foi 1,0
nm.

Os grupos experimentais foram: 1) solucdo salina (grupo controle
negativo) (Eurofarma, Sao Paulo, SP, Brasil); I1) hipoclorito de s6dio “NaOC]1”
2,5% (Biodindmica, Ibipord, PR, Brasil) (grupo controle positivo); 11I) 5MO
(Golden Yatti LLC Muscat, Oma) que foi manipulado conforme as instrucdes do
fabricante (Quadro 1) na propor¢cdo 0,085 g po / 0,25 ml liquido
(aproximadamente 3xP¢ : 1xliquido); IV) MTA HP (Angelus, Londrina, Brasil)
que foi manipulado conforme as instru¢cbes do fabricante (Quadro 1) na
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proporcdo 0,085 g p6 / 0,25 ml liquido (aproximadamente 3xP¢ : 1xliquido); e

V) MTA (Angelus, Londrina, Brasil) foi manipulado conforme as instrucdes do

fabricante (Quadro 1) na proporcdo 0,085 g po6 / 0,25 ml

liquido

(aproximadamente 3xP0 : 1xliquido).

Quadro 1 - A composicdo quimica dos cimentos testados conforme o fabricante

Material | Fabricante Composicao

5MO (Golden Yatti LLC | Ca0, SiO2, TiO2, Al203 e MgO
Muscat, Oma)

MTA HP | Angelus Industria | A diferenca entre 0o MTA e 0 MTA HP esta
de Produtos | na substituicdo da agua destilada por um
Odontolodgicos S/A | liquido que contém agua e outro plastificante

orgénico que confere ao produto alta
plasticidade. A substituicdo do
radiopacificador (de Oxido de Bismuto por
Tungstato de Célcio), garantindo o
auséncia de descoloracéo dentaria.

MTA Angelus Industria | SiO2, K20, AI203, Na20, Fe203, SO3,

de Produtos | Ca0, Bi203, MgO.

Odontologicos S/A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a determinacdo da CIM dos grupos experimentais foi utilizado o

método de microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), norma M11-A7 (Patel et al., 2015). O teste foi realizado em
microplacas de 96 pogos (TPP, Zollstrasse, Suica), onde foram adicionados 100




uL/ de meio de cultura (caldo Brucella) (Himedia, Mumbai, india) por poco.

No primeiro pogo de cada fileira, foram adicionados os discos dos
cimentos manipulados conforme as instrugoes dos fabricantes, e nos grupos
controles foram adicionados 100 pL de NaOCI 2.5% ou de solucdo salina
estéril. Foi realizada a maceracdo dos cimentos relativos aos grupos
experimentais com o meio de cultura, de onde partiram uma série de 10
diluicdes seriadas de todos os grupos experimentais. Logo em seguida, 100 pL
dos inoculos padronizados foram adicionados em cada poco, e as placas foram
incubadas por 24 h em anaerobiose a 37°C. A CIM foi determinada quando néo

apresentava turvacdes que indicassem crescimento microbiano.

4.1.2 Avaliacdo da atividade antibiofilme dos grupos experimentais pelo
teste de MTT

Foi avaliada a acdo dos cimentos sobre os biofilmes monotipicos dos
mesmos microrganismos utilizados anteriormente. Cinco inéculos diferentes
foram preparados e padronizados em espectrofotdmetro (1 x 108 UFC / mL) em
solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%) (Eurofarma, S&o Paulo, SP, Brasil). Depois, em
microplacas de 96 pocos, foram adicionados em cada pogo 100 pL de indculo
correspondente. Em seguida, as placas foram submetidas a incubacéo (37°C) sob
agitacdo (75 rpm) por 90 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, e
foram adicionados 100 pL de caldo Brucella e as placas foram incubadas (37°C)
por 7 dias em anaerobiose, com substituicdo do meio de cultura a cada 48 hs.
Passado o periodo de formacdo de cada biofilme, estes foram colocados em
contato com os materiais a serem avaliados por periodo de 24 h incubados

(37°C) em anaerobiose. Posteriormente, foi realizado o teste de mensuracéo do
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biofilme (MTT). Foram realizados 2 experimentos independentes, com 5
repeticdes cada, totalizando n=10 para cada grupo experimental.

Apobs contato com materiais de acordo com 0s grupos experimentais, o
biofilme foi preparado para o teste de MTT. Para isso, foram adicionados 100
UL de solucdo de MTT “3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyltetrazolium
Bromide” (Sigma-Aldrich, Missouri - USA), a placa foi incubada ao abrigo da
luz por 1 h em camara de anaerobiose a 37°C. Passado o periodo de incubacéo,
foi retirada a solugdo de MTT e adicionado 100 pL de Dimetilsulfoxido
“DMSO” (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) e a placa foi novamente incubada
a 37°C em estufa por 10 min e colocada no agitador constante por 10 min. Apés
isso, a placa foi lida em leitora de microplaca em 570 nm (BIO-TEK
INSTRUMENTS, INC. Highland Park Winooski, Vermont, EUA). As
densidades Opticas “DO” obtidas foram convertidas em percentual de

viabilidade das células do microrganismo, pela formula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle)

4.2 Avaliacdo da citotoxicidade dos grupos experimentais

A avaliacdo da citotoxicidade dos grupos experimentais foi realizada por
meio do teste colorimétrico MTT, que analisa a atividade mitocondrial celular,
apoOs contato com os meios condicionados por 5 min e 24 h. Para tanto, foram
utilizadas culturas de macréfagos de camundongos (RAW 264.7) (Rio de
Janeiro Cell Bank -APABCAM - RJ, Brasil) e osteoblastos (MG-63) (Rio de
Janeiro Cell Bank -APABCAM — RJ, Brasil).

Apds descongelamento, as células foram mantidas em frascos de cultivo
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celular (TPP, Zollstrasse, Suica), cultivadas em meio de Dulbecco's modified
Eagle medium “DMEM” (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) suplementado com
10% de soro fetal bovino “SFB” (Invitrogen, New York, EUA), incubadas em
estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, com 5% de CO,. Foi
realizada troca do meio de cultura a cada 48 h e quando fosse observado estado
de subconfluéncia das celulas, caracterizado pela ocupacdo de mais de 70% do
frasco (Figura 1), as células eram transferidas para outro frasco celular.

Para utilizacdo nos testes, a monocamada de células foi desagregada do
fundo do frasco de cultura com 0,25% de é&cido tripsina-
etilenodiaminotetracético (Cultilab, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, as
células foram ressuspendidas em meio DMEM + 10% SFB e transferidas para
um tubo tipo falcon onde foram centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. A
quantificacdo do namero de células viaveis foi realizada pelo teste de exclusao
com azul de Trypan (0,4%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Figura 1 - As células em meio DMEM observadas em microscopio éptico.

Legenda: Lado esquerdo: macréfagos, lado direto: osteoblastos.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apbs cultivo celular, em microplacas de 96 pocos foram adicionados 200
UL de meio DMEM e suplementado com 10% de SFB contendo 2 x 10 células
viaveis. Estas placas foram incubadas (37°C, com 5% de CO,) por 24 h para que
ocorresse aderéncia celular (Figura 2).

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com
PBS. Foram utilizados pogos-controles, contendo apenas celulas com meio de
cultura. O periodo de incubacédo foi de 5 min e 24 h. O numero de pocos foi

igual a 10 para todos os grupos.

Figura 2 — Placa de 96 pocos contendo meio de cultivo com células

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para preparo de cimentos bioceramicos, os mesmos foram manipulados
numa placa de 24 pocos onde 100 mg de cada cimento foi manipulado com a
quantidade certa do proprio liquido seguindo as instrugdes do fabricante. Ja no

grupo Ca(OH), (Biodindmica Quimica e Farmacéutica LTDA, Parana, Brasil)
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foi a considerada a proposi¢cdo (1:1) (p6: liquido). O grupo do Ca(OH), foi
acrescentado nesse teste devido a sua biocompatibilidade para servir como
grupo de controle positivo e foi manipulado com agua destilada.

Transcorridos os periodos apo6s a espatulacdo dos materiais, cada poco
contendo os cimentos, foi preenchido com 2 mL do meio de cultura (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino a 10% e as placas permaneceram em estufa
com 5% CO2 a 37°C por 24 h (Figura 3). A quantidade de 100 pL do meio
tratado em contato com cada cimento por poco foi aplicada. O grupo de NaOCI

foi utilizado como grupo de controle.

Figura 3 - Os cimentos manipulados e incubados com 2 mL de meio DMEM.

A coluna esquerda mostra os cimentos manipulados e 0 meio de cultura aplicado sobre os mesmos. A
coluna direita mostra somente os cimentos apds remoc¢édo do meio de cultura

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para verificacdo da viabilidade da cultura, foi realizada anélise da
atividade mitocondrial das células viaveis pelo método de reducdo do brometo
de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazolio (MTT) em formazina. A solucdo
de MTT foi preparada a partir da suspensdo de 0,5 mg do p6 de MTT (Sigma
Aldrich Co., Alemanha) em 1 mL de PBS estéril (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil).

Foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT por poco e as placas
foram incubadas (37°C, com 5% de CO;) por 1 h, abrigadas da luz.
Posteriormente, esta solugdo foi descartada e foram adicionados 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma) por poco para expor os cristais de formazina

produzidos, ap6s absorcdo do sal de MTT, por células viaveis (Figura 4).

Figura 4 - DMSO aplicado para expor os cristais de formazina produzidos, apos

absorcdo do sal de MTT, por células viaveis

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apbs incubacdo de 10 min e agitacdo em shaker, por igual periodo, a
absorbancia dos pocos foi lida em leitora de microplacas com comprimento de
onda de 570 nm. As densidades Opticas (DO) obtidas foram convertidas em

percentual de viabilidade celular empregando-se a seguinte férmula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle)

4.3 Avaliacdo morfoldgica e da composicdo quimica dos cimentos

bioceramicos

4.3.1 Andlise dispersiva de energia por raio X (EDAX) e microscopia

eletronica de varredura (MEV)

A composicao quimica foi determinada por analise dispersiva de energia
por raio X (EDAX) também conhecida como (EDS ou EDX) por MEV
(MIRA3-TESCA, Brno-Kohoutovice, Czech Republic). Esta analise foi feita
primeiramente para o p6 de cada cimento bioceramico (5MO, MTA HP e MTA)
em que uma fina camada de p6 de cada cimento foi dispersa sobre uma placa de
polimetilmetacrilato montada em um stub de aluminio. O EDAX foi usado para
determinar os elementos componentes dos cimentos.

Posteriormente, foi feita analise morfoldgica dos cimentos bioceramicos
em forma de po, e em forma de discos dos cimentos manipulados conforme as
instrucdes dos fabricantes. Os cimentos foram compactados entre duas placas de
vidro em moldes de silicone de (5 mm x 2 mm) até o total endurecimento dos

cimentos. Apos, os cimentos foram colocados em placas de Petri e guardados na
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estufa em umidade 100% por 3 dias a 37 °C, quando foram tratados de uma das
seguintes formas:

a) Mantidos com umidade de 100% a 37 °C (controle).

b) Imersos em &gua destilada por 4 h seguido por secagem ao ar por 12 h.

Logo em seguida, os discos foram montados em um aluminum stub, e
todos os stubs (trés de pé de cada cimento, trés de discos controle, trés de discos
imersos em agua) foram revestidos com carbono para condutividade elétrica. As

amostras foram visualizadas em MEV (Figura 5).

Figura 5 - Imagens ilustrativas dos discos visualizados em MEV de esquerda
para direita (5MO, MTA HP, MTA), respectivamente

1mm

Fonte: Elaborada pelo autor.

Imagens dos diferentes componentes da microestrutura do material em
diferentes ampliacbes no modo de retroespalhamento de elétrons foram
capturadas com uma ampliacdo de até 5k, 10k, 20k, 50k x e a espectroscopia de

energia dispersiva das diferentes fases foi realizada.



4.3.2 Difracéo de raio X (DRX)

A analise de fase foi realizada usando difracdo de raios X (DRX) em um
difratbmetro automatizado de p6 de cada grupo experimental usando radiacao
Cu Ko e um monocromador de cristal secundario. As amostras foram
apresentadas na forma de pd em um Unico porta-amostras de cristal, 0 que evita
picos de difracdo indesejados. A identificacdo da fase foi realizada pelo uso de
um software de correspondéncia de busca utilizando o banco de dados do
International Center for Diffraction Data (ICDD) (International Center for
Diffraction Data, Newtown Square, PA, EUA).

4.4 Avaliagéo da radiopacidade dos cimentos bioceramicos

A radiopacidade dos cimentos bioceramicos foi avaliada segundo a
metodologia proposta por (Beyer-Olsen, Orstavik 1981) utilizando uma escala
de aluminio Step Wedge (cunha em degraus) com espessura crescente (1 até 8
mm) e os discos dos cimentos preparados conforme as instrugbes dos
fabricantes. Os cimentos foram compactados em anéis de silicone com 5 mm de
didmetro e 2 mm de altura utilizando esse tamanho Unico em todos.

Os discos bioceramicos e a escala do aluminio foram fixados com
adesivo no sensor tipo CCD de um aparelho de telerradiografia com intuito de se
manter a padronizacdo dos fatores de distancia entre receptor de imagem e fonte
de raios X, e obter-se uma imagem digital.

O aparelho radiografico utilizado foi um ORTHOPHOS XG 5 (Dentsply
Sirona, York, PA, EUA) operando com parametros de aquisi¢do de 60 Kvp, 10
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mA, tempo de exposicdo de 9,1s. Uma unica aquisicdo foi feita (Figura 6) e a
imagem obtida foi submetida a anlise de intensidade pixel em um programa de
analise de imagens (ImageJ 1.53e, Wayne Rasband and Contributors, National
Institute of Health, EUA).

Figura 6 - Radiografia dos cimentos bioceramicos junto com a escala de

aluminio

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foram determinadas com a ferramenta de selecéo, regides de interesse
(ROI) correspondentes as imagens dos cimentos e a cada um dos degraus da
escala de aluminio (steps), individual e progressivamente de forma a se obter
por meio do histograma de distribuicdo de valores de pixels (média, desvio
padréo, valores maximo e minimo). Foi entdo realizada uma analise comparativa
entre os valores médios relativos aos cimentos e aqueles correspondentes aos
degraus da escala, encontrando-se assim a equivaléncia mais proxima entre a
densidade dos materiais estudados e a espessura em milimetros de aluminio
(mm de Al).
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4. 5 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a teste de normalidade, e depois
analisados com teste de Kruskal Wallis complementado com teste de Dunn,
considerando a < 0,05 nivel de significancia usando o GraphPad Prism 6 (La
Jolla, CA, EUA)
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5 RESULTADO

5.1 Avaliacdo antimicrobiana dos cimentos

5.1.1 CIM e CMM dos cimentos

Devido a turvacdo do meio de cultura pelos cimentos, ndo foi possivel
determinar o CIM e CMM dos cimentos. Entretanto, as mesmas concentracgdes
indicadas pelos fabricantes na proporcdo 0,085 g po6 / 0,25 ml liquido
(aproximadamente 3xP¢ : 1xliquido) foram utilizadas nos préximos testes

microbioldgicos.

5.1.2 A viabilidade celular dos microrganismos em biofilme pelo teste de
MTT

Todos o0s grupos experimentais foram efetivos contra todos os biofilmes
microbianos avaliados apresentando reducdo estatistica significativa (P.
gingivalis P < 0.0001, P. micra P < 0.0001, F. nucleatum P < 0.0001, P.

intermedia P < 0.0001) em comparacéo ao grupo controle (Figuras 7,8,9 e 10).



Figura 7 — Diferenca

estatistica da viabilidade microbiana (calculada pela

refletancia) e reducdo (em%) no biofilme de P. gingivalis pelo teste de MTT

Viabilidade microbiana

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 8 — Diferenca

Diferenca estatistica- P. gingivalis
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estatistica da viabilidade microbiana (calculada pela

refletancia) e reducdo (em%) no biofilme de P. micra pelo teste de MTT

Viabilidade microbiana

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diferenca estatistica- P. micra
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Grupos experimentais
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Figura 9 — Diferenca

estatistica da viabilidade microbiana (calculada pela

refletancia) e reducdo (em%) no biofilme de F. nucleatum pelo teste de MTT

Viabilidade microbiana

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diferenca estatistica- F. nucleatum

Controle NaOCl 5MO HP MTA
Grupos experimentais

Figura 10 — Diferenca estatistica da viabilidade microbiana (calculada pela

refletancia) e reducdo (em%) no biofilme de P. intermedia pelo teste de MTT

Viabilidade microbiana

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diferenca estatistica- P. intermedia

Controle NaOCl 5MO HP MTA
Grupos experimentais
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Porém, sobre P. endodontalis, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os cimentos bioceramico. O MTA foi semelhante ao grupo de
NaOCI, por outro lado o 5MO e HP foram semelhantes ao grupo controle
(Figura 11).

Figura 11 - Diferenca estatistica da viabilidade microbiana (calculada pela

refletancia) e reducéo (em%) no biofilme de P. endodontalis pelo teste de MTT

Diferenca estatistica- P. endodontalis
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52.44%

Viabilidade microbiana

Controle NaOCl 5MO HP MTA
Grupos experimentais

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 A citotoxicidade pelo teste de MTT

Os grupos Ca(OH), e 5SMO foram estatisticamente semelhantes ao grupo
controle apds aplicacdo sobre os macréfagos por 5 min se-apresentou uma
biocompatibilidade adequada, porém os grupos HP e MTA tiveram diferenca

significativa do grupo controle. O grupo NaOCI foi o mais citotoxico com
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diferenca significativa de todos 0s grupos experimentais menos 0s grupos HP e
MTA. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
Ca(OH),, 5MO, HP e MTA (Figura 12).

Figura 12 - A diferenca estatistica calculada pela fluorescéncia de células entre
0S grupos experimentais e a reducdo da viabilidade celular de macrofagos (em

%) apods aplicacdo dos grupos experimentais por 5 min
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Grupos experimentais

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na aplicacdo dos grupos experimentais por 24 h, 0os mesmos resultados
foram encontrados, porém, o grupo HP foi estatisticamente diferente do NaOCI.
Mais uma vez, ndo houve diferenca significativa entre os grupos Ca(OH),,
5MO, HP e MTA. Destaque-se que os grupos do 5MO e Ca(OH), foram
estatisticamente semelhantes ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 13 - A diferenca estatistica calculada pela fluorescéncia de células entre
0S grupos experimentais e a reducdo da viabilidade celular de macrofagos (em

%) apods aplicacdo dos grupos experimentais por 24 h
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Com relacdo a cultura de osteoblastos, todos 0s grupos experimentais
apresentaram viabilidade celular estatisticamente semelhante ao grupo controle,

sendo diferentes do grupo NaOCI que foi citotdxico (Figura 14).
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Figura 14 - A diferenca estatistica calculada pela fluorescéncia de células entre
0S grupos experimentais e a reducdo da viabilidade celular de osteoblastos (em

%) apods aplicacdo dos grupos experimentais por 5 min
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Porém, apds aplicacdo por 24 h sobre os osteoblastos, somente o
Ca(OH), foi igual ao grupo controle. O Ca(OH), ndo apresentou diferenca
significativa com o grupo 5MO. O grupo 5MO foi igual aos grupos HP, MTA, e
NaOCI que néo tinham diferenca estatistica entre si (Figura 15).
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Figura 15 - A diferenca estatistica calculada pela fluorescéncia de células entre
0S grupos experimentais e a reducédo da viabilidade celular de osteoblastos (em

%) apods aplicacdo dos grupos experimentais por 24 h

Citotoxicidade dos grupos experimentais
sobre os osteoblastos apos 24 horas de contato

A
0.8 - B

=

= 0.6- T

=

> 11.26%

=

S 0.4-

=

= B

= C

= 0.2 c <

> - T

80.87% 81.82%

o
o
1

I
Controle Ca(OH)2 5SMO HP MTA NaOCI

Grupos experimentais

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Avaliacdo morfologica e da composi¢cdo quimica dos cimentos

bioceramicos

5.3.1 Analise dispersiva de energia por raio X (EDAX) e microscopia
eletronica de varredura (MEV)

O EDAX dos cimentos avaliados em forma de pé mostrou que o 5MO é
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composto principalmente de calcio, oxigénio, bismuto, carbono, titanio, silicio e
quantidades menores de aluminio, enxofre, magnésio, potassio e ferro; e que o
p6 do MTA HP ¢é composto principalmente de célcio, oxigénio, tungsténio e
antiménio; e que o p6é do MTA é composto célcio, oxigénio, bismuto e silicio e
de quantidades menores de carbono e aluminio (Quadro 2).

A presenca de titanio, enxofre e potassio e a auséncia de tungsténio no
5MO o torna diferente do MTA e do MTA HP, e a presenca de tungsténio e
antiménio no MTA HP o torna diferente do 5MO e do MTA (Figura 16).

As imagens do MEV mostraram pequenas particulas irregulares
intercaladas com algumas particulas alongadas semelhantes a agulhas no grupo
do 5MO; pequenas particulas irregulares com algumas particulas maiores bem
como particulas alongadas no grupo do MTA HP, e particulas cristalinas no
grupo do MTA (5K, 10K, 20k e 50k x) (Figuras 17, 18, 19 e 20).

Quadro 2 - A composicdo quimica dos cimentos testados conforme o teste
EDAX

Material Composicdo quimica

5MO Ca, O, Bi, C, Ti, Si, Al, S, Mg, K e Fe
MTAHP |Ca O,WeSh
MTA Ca, O, Bi, Si, Ce Al

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16 - A composicédo

respectivamente

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 17 - Imagens ilustrativas do p6é de 5MO (primeira linha), MTA HP

(segunda linha) e MTA (terceira linha) (50K e 100K x)
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Figura 18 - Imagens ilustrativas dos discos de 5MO (controle) (coluna

esquerda), e apds imersdo em agua por 4 h (coluna direta) (5K, 10K, 20K e 50K

x)
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Figura 19 - Imagens ilustrativas dos discos de MTA HP (controle) (coluna

esquerda), e apds imersdo em agua por 4 h (coluna direta) (5K, 10K, 20K e 50K

x)
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Figura 20 - Imagens ilustrativas dos discos de MTA (controle) (coluna
esquerda), e apds imersdo em agua por 4 h (coluna direta) (5K, 10K, 20K e 50K

x)
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5.3.2 Difracao de raio X (DRX)

A analise de fase mostrou que a principal diferenca entre 0 5MO e MTA
¢ a presen¢a de dioxido de titdnio “anatasio” (TiO2) que é um composto que
possui atividade bactericida. Ambos, o 5MO e o MTA possuem oxido de
bismuto (Bi203) e silicato tricalcio “alite” (Ca305Si). Por outro lado, 0o MTA
HP possui tungstato de calcio (CawO4) (Figura 21).

Figura 21 - A analise de fase dos cimentos bioceramicos

Relative Intensity (a.u)

W

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
20

Legenda: (Bi=Bi203, CaSi=Ca305Si, Ti=TiO2 (anatase), W=CaW04)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 Avaliacéo da radiopacidade dos cimentos bioceramicos

Os histogramas dos cimentos bioceramicos mostraram que o 5MO
possui uma radiopacidade corresponde aproximadamente aos 7° - 8° degraus da
escala do aluminio (7-8 mm de aluminio) (média entre os dois degraus); o MTA
HP possui uma radiopacidade corresponde ao 8° degrau (8 mm) da escala do
aluminio e ultrapassa a sua média; e que o MTA possui uma radiopacidade

corresponde ao 6° degrau (6 mm) da escala do aluminio (Figura 22).

Figura 22 - Histograma da intensidade pixel dos cimentos bioceramicos e a

escala do aluminio
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Legendas: A) = histograma do 5MO; B) = histograma do MTA HP; C) = histograma do MTA; D-K) =
histograma dos oito degraus da escala do aluminio

Fonte: Elaborada pelo autor.
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De acordo com o protocolo para radiopacidade de materiais dentarios,
publicado pela International Standards Organization (ISO) (International
Organization For Standardization 2012) estes devem apresentar uma
radiopacidade igual ou superior aquela apresentada pela mesma espessura de
aluminio, uma vez que este metal possui radiopacidade similar a da dentina
(Devito et al.,, 2004).
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6 DISCUSSAO

O sucesso do tratamento endodontico consiste principalmente em
reducdo da carga microbiana do sistema de canais radiculares (Haapasaloc
1989), tornando assim relevante o estudo da acdo antimicrobiana de qualquer
material utilizado no tratamento endodoéntico incluindo solucéo irrigadora,
medicacdo intracanal, material obturador, ou cimento bioceramico (Abu Hasna
et al., 2020a, 2020b; Carvalho et al., 2020; Estrela et al., 2000).

O MTA é um cimento bioceramico que possui acdo antimicrobiana
comprovada em alguns estudos relatados na literatura. Segundo (Torabinejad et
al.,, 1995b) o MTA possui efeito antibacteriano sobre algumas bactérias
facultativas, porém, ndo possui efeito sobre bactérias anaerdbias estritas em
comparacdo com amalgama, oxido de zinco-eugenol, Super EBA. A acéo
antimicrobiana do MTA varia conforme a sua concentragdo (Al-Hezaimi et al.,
2005), assim, ficam entendidos de alguma forma, os resultados controversos
relatados na literatura (Ribeiro et al., 2010). No presente estudo, foi verificado
que o MTA possui acdo antimicrobiana efetiva contra todos 0s microrganismos
testados uma vez que o mesmo reduziu de forma significativa a viabilidade do
biofilme comprovado pelo teste de MTT.

Os cimentos bioceramicos reparadores ndo foram testados ainda sobre os
microrganismos anaerdébios usados no presente estudo, tornando esta pesquisa
pioneira e inovadora neste tema, trazendo contribuicéo relativa. Jardine et al.,
(2019) demonstraram que o0 MTA néo ¢é eficaz contra biofilme de microcosmo
multiespécies. Por outro lado, em outro estudo foi relatado que o MTA possui
poder antimicrobiano significante sobre E. faecalis e S. mutans (Morita et al.,
2021).

Assim, EIReash et al. (2019), levantaram a bandeira que a acdo

antimicrobiana dos cimentos a base de silicato de calcio contra especies
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bacterianas estritamente anaerdbicas ainda € questionavel. Apesar de Queiroz et
al. (2021) concluiram que o MTA HP possui um poder antimicrobiano contra E.
faecalis, ainda um estudo mais recente, ndo inibiu o crescimento plancténico de
S. mutans, mas foi capaz de reduzir o biofilme de S. mutans (Silva et al., 2021).
No presente estudo, o MTA HP foi efetivo contra todos os microrganismos
avaliados exceto P. endodontalis no teste de MTT.

O 5MO é um cimento que ainda ndo teve suas propriedades estudadas,
portanto, foi indicado o uso do 5MO associado com a terapia fotodinamica para
garantir uma desinfeccdo adequada (Abu Hasna et al., 2020c), essa indicacédo
vale ainda aos outros biocerdmicos desde que a agdo antimicrobiana dos
mesmos seja questionavel (Jardine et al., 2019). No presente estudo, 0 5MO
apresentou um poder antimicrobiano efetivo contra todos 0s microrganismos
avaliados no teste de MTT exceto sobre P. endodontalis.

O NaOCI foi utilizado neste estudo como grupo controle devido a sua
acdo antimicrobiana comprovada e relatada na literatura sobre diversos
microrganismos (Abu Hasna et al., 2020b) e ainda sua acdo contra as
endotoxinas e as metaloproteinases da matriz “MMPs” (Carvalho et al., 2016,
2020).

Por outro lado, o estudo da acdo antimicrobiana de qualquer material
com aplicacdo clinica deve ser complementado com estudos sobre a
biocompatibilidade do mesmo (Camilleri, Pitt Ford 2006). O MTA €é menos
toxico que a amalgama, Super EBA, e IRM sobre células L929 de camundongo
(Torabinejad, Hong, Pitt Ford, et al., 1995b), e mesmo que a citotoxicidade
comeca alta, a tendéncia € diminuir-se gradualmente com o tempo (De Deus et
al., 2005).

O MTA foi indicado para uso clinico desde que apresentou uma
biocompatibilidade sobre os osteoblastos MG63 (Mitchell et al., 1999) e essa
biocompatibilidade aumenta com o tempo apos 72 h (Pelliccioni et al., 2004).
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Estudos mais recentes ainda comprovaram a biocompatibilidade do MTA sobre
0s osteoblastos MG63 apds 5 dias (Willershausen et al., 2013; Attik et al., 2014)
demonstrando um potencial consideravel para o uso dos bioceramicos como
materiais reparadores (Gomes-Cornélio et al., 2016). No presente estudo, foi
revelado que todos os biocerdmicos foram compativeis sobre os osteoblastos
MG63 apds 5 min, porém somente o0 5SMO permaneceu biocompativel apos 24 h.

O MTA apresenta também biocompatibilidade sobre os macr6fagos
(Assmann et al., 2015), assim também o MTA Fillapex, uma versdao comercial
do MTA, que foi biocompativel sobre os macrofagos de camundongo apos 4 h
(Braga et al., 2015) e sobre a mesma linhagem testada no presente estudo
também foi biocompativel apds 1 e 2 dias (Zhu et al., 2017; Tu et al., 2019). No
presente estudo o MTA foi biocompativel sem ter diferenca significativa entre
os grupos Ca(OH),, 5MO, HP e MTA ap06s 5 min e 24 h.

Assim também, o MTA HP apresenta uma biocompatibilidade
semelhante ao do MTA sobre os fibroblastos L929 e ceélulas-tronco da polpa
dentaria humana apds 24, 48, e 72 h, sendo que essa biocompatibilidade
aumenta com o tempo (Cintra et al., 2017; Tomés-Catala et al., 2017). MTA HP
apresenta biocompatibilidade adequada sobre os osteoblastos apds 24, 48, e 72 h
(Ferreira et al., 2019). No presente estudo, foi verificado que somente apds 5
min, o MTA HP foi biocompativel, sendo que esses resultados controversos
podem ser explicados pelo pH do cimento no momento de aplicacdo (Collado-
Gonzalez et al., 2019).

A biocompatibilidade do 5MO né&o foi estudada ainda, de modo que 0s
resultados apresentados séo pioneiros e visam contribuir de forma relevante para
a area de endodontia, uma vez que a biocompatibilidade do 5MO foi semelhante
aos grupos de Ca(OH), e controle ap6s 5 min de aplicacdo sobre os macrofagos
de camundongo, e semelhante aos grupos de Ca(OH),;, MTA HP e MTA apés 24
h. Ainda mais, foi estatisticamente igual a todos os grupos avaliados exceto ao

62



grupo de NaOCI apds 5 min de contato com 0s osteoblastos, e semelhante ao
grupo de Ca(OH), apds contato por 24 h, apresentando assim uma
biocompatibilidade adequada.

No teste de citotoxicidade do atual estudo, o Ca(OH), foi utilizado como
grupo de controle positivo devido a sua biocompatibilidade relatada na literatura
(Peng et al.,, 2021), e o NaOCl como controle negativo devido a sua
citotoxicidade relatada na literatura (Jeong et al., 2021).

O MTA ¢ um cimento biocerdmico derivado do cimento de Portland, a
diferenga na composicdo quimica entre os dois € a presenca do 0xido de bismuto
no MTA (Estrela et al., 2000). Conforme o fabricante (Angelus), a principal
diferenca entre 0 MTA e MTA HP é na substituicdo do radiopacificador (de
Oxido de bismuto para tungstato de calcio), garantindo a auséncia de
descoloracéo dental. Esses resultados foram encontrados no presente estudo na
anélise XRD, em que o Oxido de bismuto encontra-se na composicdo do MTA e
do 5MO e o tungstato de calcio se encontra na composicdo do MTA HP.

No presente estudo foi demonstrado que o MTA possui fase quimica de
silicato tricalcio “alite” e o 6xido de bismuto, esses resultados concordam com
outros relatados na literatura (Camilleri, 2008; Belio-Reyes et al., 2009;
Cianconi et al., 2016; Guven et al., 2014), sendo que essa composic¢ao junto com
a morfologia do MTA que apareceu em formato de particulas alongadas e
agulhas sdo afetadas pelo pH ambiental, pela presenca de ions, e pela
contaminagdo com sangue (Bozeman et al., 2006; Lee et al., 2004; Song et al.,
2016). Ainda, a cristalinidade apresentada pelos bioceramicos ap6s manipulados
é afetada pela hidratacdo dos mesmos (Akhavan et al., 2016; Yamamoto et al.,
2017), e também, a hidratacdo é afetada pela técnica de manipulacéo e insercéo
(Basturk et al., 2018).

Na literatura consultada, ndo ha estudo sobre a composi¢do quimica do

MTA HP e 0 5MO, de modo que o presente estudo demonstrou a presenca de
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titanio, enxofre e potassio e a auséncia de tungsténio no 5MO, o que torna o
5MO diferente do MTA e do MTA HP, e a presenca de tungsténio e antiménio
no MTA HP o torna diferente do 5MO e do MTA (Figura 22).

Na analise do DRX, foi revelada a presenca do dioxido de titanio
“anatasio” (TiO2) no 5MO que é um composto que possui atividade
antimicrobiana (Fu et al.,, 2005; Baran et al., 2021) e apresenta uma
biocompatibilidade aumentada (Wachesk et al., 2021), justificando assim o
comportamento antimicrobiano do 5MO e a sua biocompatibilidade apresentada
no atual estudo.

O MTA apresenta uma radiopacidade maior que a do Super-EBA e IRM
(Torabinejad et al., 1995a), porém, outro estudo mais recente, mostrou que o
Sealer 26 e IRM apresentam uma radiopacidade maior que a do MTA, e que a
radiopacidade do MTA é semelhante a do Super EBA (Tanomaru-Filho et al.,
2008). Por outro lado, 0 MTA apresenta uma radiopacidade maior que a do
cimento de Portland que se encontra em diferentes formulacdes comerciais
(Danesh et al., 2006; Islam et al., 2006). A radiopacidade dos cimentos
bioceramicos varia dependendo do radiopacificador, da proporcao de po / agua,
e do veiculo (Camilleri, Gandolfi 2010; Cavenago et al., 2014; Guimaréaes et al.,
2015).

Em geral, todos os bioceramico apresentam uma radiopacidade maior
que a da dentina (Vivan et al., 2009), respeitando o protocolo para radiopacidade
de materiais dentarios, publicado pela International Standards Organization
(ISO) (International Organization For Standardization, 2012). No presente
estudo, todos os bioceramico avaliados mostraram uma radiopacidade adequada,
em que o0 5MO possui uma radiopacidade corresponde aproximadamente aos 7°
- 8° degraus da escala do aluminio (7-8 mm de aluminio) (média entre os dois
degraus); o MTA HP possui uma radiopacidade corresponde ao 8° degrau (8

mm) da escala do aluminio e ultrapassa a sua média; e 0 MTA possui uma
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radiopacidade corresponde ao 6° degrau (6 mm) da escala do aluminio. Esses
resultados concordam com os relatados na literatura, sendo que o0s cimentos a
base de MTA apresentaram radiopacidade dentro das especificacbes da
American National Standard Institute/American Dental Association.

A radiopacidade varia também entre os diferentes tipos do MTA
(Mendes et al., 2017, Souza et al., 2015;), porém, o MTA HP apresenta uma
radiopacidade semelhante a do MTA ( Galarca et al., 2018Guimardes et al.,
2018;). Ja no presente estudo, o MTA HP apresentou uma radiopacidade maior
que a do MTA demonstrada pela presenca do tungstato de célcio (Guimarées et
al., 2018).

Finalmente, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo foi
demonstrado que o cimento do 5MO e do MTA HP podem ser usados como
alternativos ao MTA devido as suas capacidades antimicrobianas e a
biocompatibilidade apresentada por ambos, além de possuirem radiopacidade

adequada para o uso clinico de materiais dentarios.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

Todos o0s biocerdmicos apresentaram um poder antimicrobiano
efetivo promovendo reducéo da viabilidade dos biofilmes microbianos
de P. gingivalis, P. endodontalis, P. micra, F. nucleatum e P.
intermedia;

Todos o0s bioceramicos apresentaram  biocompatibilidades
semelhantes em 5 min sobre macréfagos e osteoblastos, entretanto, o
5MO apresentou biocompatibilidade superior ap6s 24 h sobre 0s
macrofagos superior aos demais;

O 5MO possui pequenas particulas irregulares intercaladas com
algumas particulas alongadas semelhantes a agulhas; o MTA HP
possui pequenas particulas irregulares com algumas particulas maiores
bem como particulas alongadas; e 0 MTA possui particulas cristalinas;
O o6xido de bismuto é o radiopacificador do MTA e do 5MO, e o
tungstato de célcio € o radiopacificador do MTA HP;

A principal diferenca entre 0 5MO e o0 MTA com relagdo a sua
composicdo quimica € a presenca de titdnio, enxofre e potassio e a
auséncia de tungsténio no 5MO;

O dioxido de titanio “anatasio” (TiO2) que € um composto que possui
atividade  bactericida explica a acdo antimicrobiana e
biocompatibilidade do 5MO;

Os cimentos bioceramicos avaliados apresentam um grau adequado de

radiopacidade.
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