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RESUMO: O agregado de triéxido mineral
Flow foi desenvolvido visando melhorias
nas propriedades fisicas. O objetivo
deste estudo foi avaliar citoxicidade e
atividade antimicrobiana do MTA Flow em
comparacédo ao MTA Angelus e ProRoot
MTA. Para andlise microbiolégica, cinco
placas contendo é&gar BHI receberam
0,1 mL da suspensdo bacteriana (1,5
x 108 UFC mL-1) espalhadas em sua
superficie. Posteriormente, 4 pocos foram
confeccionados em pontos equidistantes,
um para cada material e um controle positivo
com clorexidina 2%. Todas as placas foram
incubadas a 37°C por 48 h sob condigbes
aerdbicas. Os resultados foram avaliados
por zonas de inibicdo em torno dos pocgos.
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Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e os resultados registados de acordo com
o didmetro médio da zona de inibi¢cdo. Para citotoxicidade, células indiferenciadas da polpa
(OD-21) foram cultivadas e avaliadas usando o ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT), expostas a diluicdo de extratos seriados em 6, 24, 48h.
A citotoxicidade foi analisada por ANOVA two-way e corre¢cdo de Bonferroni. Na analise
microbiolégica ndo houve diferenca estatistica (P>.05) dos cimentos com o controle positivo.
Na citotoxicidade, a exposicao celular a todos os extratos dos cimentos (nédo diluido e 12)
aumentou o metabolismo celular no periodo 6h (P<.05) e diminuiu significativamente em
24h e 48h quando comparado ao grupo Controle (P<.05). Comparacao entre os extratos dos
cimentos na mesma diluicdo mostrou que, independentemente da diluicdo (ndo diluido, 12
e 1/4), o extrato MTA Flow promoveu um aumento no metabolismo celular em comparagéao
com o extrato MTA Angelus e ProRoot MTA (P<.05). A diluicdo ProRoot MTA 1/2 estimulou
o crescimento celular quando comparada a diluicdo MTA Angelus 12 as 6h (P<.05). Os
resultados demonstram que os cimentos bioceramicos reparadores testados apresentaram
atividade antimicrobiana contra E.faecalis em estado planctonico e biocompatibilidade celular,
sedimentando sua aplicagéo clinica na endodontia.

PALAVRAS-CHAVE: Biocompatibilidade, Citotoxicidade, Endodontia.

ANTIBACTERIAL PROPERTY AND CYTOTOXICITY OF BIOCERAMIC REPAIR
CEMENTS

ABSTRACT: The mineral trioxide aggregate Flow was developed to improve physical
properties. The objective of this study was to evaluate cytotoxicity and antimicrobial activity of
MTA Flow in comparison to MTA Angelus and ProRoot MTA. For microbiological analysis, five
plates containing BHI agar received 0.1 mL of the bacterial suspension (1.5 x 108 CFU mL-
1) spread on their surface. Subsequently, 4 wells were created at equidistant points, one for
each material and a positive control with 2% chlorhexidine. All plates were incubated at 37°C
for 48 h under aerobic conditions. The results were evaluated according to inhibition zones
around the wells. All assays were performed in triplicate and results recorded according to the
average diameter of the zone of inhibition. For cytotoxicity, undifferentiated pulp cells (OD-21)
were cultured and evaluated using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT) assay, exposed to dilution of serial extracts in 6, 24, 48h. Cytotoxicity was
analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni correction. In the microbiological analysis
there was no statistical difference (P>.05) between the cements and the positive control. In
cytotoxicity, cellular exposure to all cement extracts (undiluted and 1/2) increased cellular
metabolism in the 6h period (P<.05) and significantly decreased in 24h and 48h when
compared to the Control group (P<.05 ). Comparison between cement extracts at the same
dilution showed that, regardless of the dilution (undiluted, 12 and 1/4), the MTA Flow extract
promoted an increase in cellular metabolism compared to the MTA Angelus and ProRoot MTA
extracts (P <.05). The ProRoot MTA 1/2 dilution stimulated cell growth when compared to the
MTA Angelus 1/2 dilution at 6h (P<.05). The results demonstrate that the bioceramic repair
cements tested showed antimicrobial activity against E.faecalis in planktonic state and cellular
biocompatibility, confirming their clinical application in endodontics.

KEYWORDS: Biocompatibility, cytotoxicity, Endodontics.
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INTRODUCAO

O campo da endodontia estda em constante evolugdo gracas a avangos nas
tecnologias e nos materiais, contribuindo significativamente para o sucesso do tratamento
endoddntico.

Perfuragbes na parede dos canais radiculares e assoalho da camara pulpar
resultam em uma via de comunicagéo entre o interior do dente e o periodonto, levando ao
insucesso do tratamento por ser uma via de contaminagéo (Ng et al. 2011). Considerada
na sua maioria como iatrogenia, esse acidente operatério pode ocorrer durante a abertura
coronaria, preparo biomecéanico ou também como resultado de um processo patologico
(céries dentarias avancadas ou reabsor¢cbes radiculares). Fatores podem predispor a
ocorréncia de perfuracbes acidentais, por dificultar o acesso aos canais radiculares,
sendo estes: presencga de nddulos pulpares, calcificagdo, dente mal posicionado no arco,
identificacdo incorreta do canal radicular (Estrela et al. 2017).

Inicialmente, o MTA foi introduzido em 1993 como cimento para reparar perfuraces
radiculares (Lee et al. 1993) e como um material de obturacdo da extremidade da raiz
devido as suas propriedades hidraulicas (Torabinejad et al. 1993). O nome MTA refere-se
aos trés Oxidos na constituicdo do cimento Portland: 6xido de calcio (CaO), dibxido de
silicio / silica (SiO,) e 0xido de aluminio / alumina (Al,O,), além da adi¢&o do p6 radiopaco
conhecido como 6xido de bismuto (Torabinejad et al. 1993, Ha et al. 2017).

Ap6s inumeras pesquisas provando as excelentes propriedades biologicas, a US
Food and Drug Administration (US FDA) liberou o MTA para uso clinico em 1998 (Schwartz
et al. 1999), levando a Dentsply (OK, EUA) a lancar oficialmente o MTA no mercado sob o
nome de ProRoot MTA® em 1999, enquanto a Angelus (Londrina, BR) introduziu o Angelus
MTA® em 2001 (Tawil et al. 2015). Ambos os materiais sdo comercializados em kit p6 e
liquido, utilizando a agua destilada como veiculo (Estrela et al. 2000).

Materiais para uso odontol6gico devem demonstrar resultados positivos para
biocompatibilidade, uma vez que estarédo em contato com tecidos vivos e desencadearéo
um resposta do hospedeiro. Os testes com cultura celular visam avaliar o comportamento
de células isoladas de variagbes sistémicas, observando se o material possui potencial
para alterar ou nao a proliferagédo celular, apés o extrato ser colocado em contato com o
material biologico cultivado (Bueno et al. 2023).

As falhas endodOnticas podem ser explicadas por diversos fatores, mas
principalmente pela persisténcia da infeccdo. Enterococcus faecalis sao cocos anaerobios
gram-positivos normalmente encontrados na cavidade oral humana e podem se adaptar a
ambientes com baixos niveis de oxigénio (Tabassum & Khan, 2016). Estudos mostraram
que E. faecalis é a bactéria mais comumente encontrada em casos de falha do tratamento
endodOntico, com alta prevaléncia de 90% (Singh, 2016). Mesmo com a redugédo da
carga bacteriana a niveis compativeis com a cicatrizacdo periapical, essas bactérias
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remanescentes podem ocorrer devido a irrigacdo ineficaz, preparo mecanico inadequado
com areas de canal radicular intocadas ou limitagdes anatdmicas (Ricucci & Siqueira,
2010). Portanto, cimentos endoddnticos com atividade antimicrobiana podem auxiliar na
diminui¢do de microrganismos residuais ou na prevengéo do seu crescimento.

Uma das metodologias utilizadas para avaliar a capacidade antimicrobiana de um
material é o teste de difusédo em &gar, que avalia a atividade do material testado em contato
direto contra bactérias planctonicas, reconhecido como um teste basico e usado por varios
anos (Leonardo et al. 2000; Sipert et al. 2005; Arias-Moliz & Camilleri 2016; Poggio et al.
2017; Bueno et al. 2023).

Mesmo com todo o excelente desempenho esperado, os cimentos bioceramicos
reparadores tipo MTA apresentam a desvantagem de dificil manuseio (Silveira et al. 2008,
Bogen et al. 2009, Parirokh & Torabinejad 2010). Para minimizar essa desvantagem, a
adicdo de um superplastificante de policarboxilato ao cimento Portland gerou um aumento
na fluidez, facilitando a espatulagéo e insercdo no interior dos canais radiculares, mas
ainda mantendo a biocompatibilidade (Wongkornchaowalit & Lertchirakarn 2011, Cintra et
al. 2017, Bueno et al. 2019).

Um dos MTAs disponiveis no mercado com manuseio aprimorado devido a
substituicdo da agua por um hidrogel € o MTA Flow® (Ultradent, Utah, EUA). Segundo o
fabricante, o gel proporciona maior plasticidade, permitindo uma caracteristica cremosa e
homogénea apds a mistura e melhorando o manuseio e sua insergdo. Consequentemente
facilita seu uso em diversos procedimentos: consisténcia espessa para capeamento pulpar,
perfuracéo da camara pulpar e pulpotomia; consisténcia fina para reabsorgao, apicificacéo
e tampéao apical (Ultradent, 2017).

A fim de complementar lacunas e dados na literatura, esta pesquisa visou avaliar
a citotoxicidade em cultura de célula e propriedade antimicrobiana contra bactérias
planctdnicas E.faecalis do cimento bioceramico reparador MTA Flow em comparagéo com
MTA Angelus e ProRoot MTA.

MATERIAIS E METODOS

Ensaio de viabilidade celular

MTA Flow (Ultradent Products Inc, South Jordan, UT, EUA), MTA Angelus (Angelus
Indastria de Produtos Odontologicos S/A, Londrina, PR, Brasil) e ProRoot MTA (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suiga) foram misturados de acordo com os fabricantes. Os discos
de cimento (didmetro: 5 mm; altura: 3 mm) foram realizados sob condicdes assépticas e a
metodologia de confec¢éo dos extratos dos cimentos foram realizados seguindo pesquisas
anteriores (Cintra et al. 2017, Bueno et al. 2023).

Células Saos-2 de osteossarcoma humano (HTB-85, American Type Culture
Collection, Manassas, Va, EUA) foram cultivadas com DMEM suplementado com 10% de
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FBS, penicilina e estreptomicina sob condi¢des padrao de cultura celular (37°C, 100% de
umidade, 95% de ar , e 5% de CO,) e semeadas em placa de 96 pocos a (104 células/
pocgo) e incubadas por 24 horas para fixar as células antes da adicdo dos extratos de
cimentos. Em seguida, as culturas foram expostas a diluicdo seriada dos extratos (ndo
diluidos, %2 e '4). Células Saos-2 cultivadas sem extrato foram utilizadas como controle.
Apoés 6, 24 e 48 horas, a viabilidade celular foi examinada usando o ensaio de brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio (MTT) (Cintra et al. 2017, Bueno et al. 2023).
Cada condigéo foi analisada em triplicata.

Ensaio de atividade antibacteriana: teste de difusao em poco de agar

Os ensaios microbiolégicos foram realizados sob condi¢des assépticas em camara
de fluxo laminar. A atividade antibacteriana foi avaliada utilizando uma cepa padrédo de
Enterococcus faecalis (ATCC 51299). Os microrganismos foram cultivados em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 37°C por 18 h (Bueno et al. 2023).

Uma suspenséo bacteriana foi obtida com solucao salina 0,85% para igualar a turbidez
equivalente ao tubo padréao McFarland 0,5, correspondendo a 1,5 x 108 UFC mL-1. Seis réplicas
de placas contendo agar BHI (Difco Lab., Detroit, MI, EUA) foram espalhadas com 0,1 mL da
suspensao bacteriana com auxilio de alca de Drigalsky. Em seguida, foram confeccionados
quatro pogos de 6 mm de didametro e 4 mm de profundidade (um para cada material), retirando-
se 0 agar em pontos equidistantes e imediatamente preenchidos com trés cimentos (MTA Flow,
Angelus MTA, ProRoot MTA) para serem avaliados e clorexidina como controle positivo (Poggio
et al. 2017, Bueno et al. 2023). Duas placas ndo receberam a suspenséo bacteriana: uma
nao recebeu os cimentos visando controlar a esterilizacdo do meio de cultura; a outra placa
recebeu os selantes e teve como objetivo controlar sua contaminacgdo. Todas as placas foram
mantidas em temperatura ambiente (22°C +1) por 2 horas para pré-difusdo dos materiais e
depois incubadas a 37°C por 48 horas em condigbes aerbbias.

ApO6s o periodo experimental, cada um dos po¢os teve sua zona de inibicdo medida
pelo mesmo operador em dois locais perpendiculares com paquimetro digital (Mitutoyo,
Absolute Digimatic, Japao). O tamanho da zona de inibigc&o foi calculado da seguinte forma
(Poggio et al. 2017, Bueno et al. 2023): tamanho da zona de inibi¢cdo = (diametro do halo —
didametro da amostra) x 1/2. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados

foram registrados com diametro médio da zona de inibi¢éo.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA bidirecional seguida pela
correcdo de Bonferroni para citotoxicidade e Kruskal-wallis One Way ANOVA no teste
microbiolégico, utilizando o programa Graph Pad Prism (verséo 5.0). O valor de p foi
considerado significativo a 5%.
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RESULTADOS

Analise de Citotoxicidade

Aviabilidade do crescimento de Saos-2 na presenca dos diferentes extratos selantes
avaliados pelo ensaio MTT as 6, 24 e 48h é mostrada na Figura 1. Observou-se que a
exposicao celular a todos os extratos selantes (n&o diluido e %2) aumentou o metabolismo
celular as 6h ( P<.05) e diminuiu significativamente nas 24h e 48h quando comparado ao
grupo Controle (P<.05). Porém, para % diluicao, foi identificado aumento as 6h para todos
os extratos selantes e redugéo as 48h para MTA Flow e MTA Angelus quando comparado
ao grupo Controle (P<.05).

O ensaio MTT revelou que a viabilidade do Saos-2 era dependente da diluicdo, uma
vez que foi encontrado um aumento no metabolismo celular na presenca de diluicbes mais
baixas (2 e ) para todos os extratos selantes (p<0,05). Curiosamente, a comparagao entre
os extratos selantes na mesma diluicdo mostrou que, independentemente da diluicdo (néo
diluido, %2 e %), o extrato de MTA Flow promoveu um aumento no metabolismo celular em
comparacao com o extrato de MTA Angelus e ProRoot MTA (P<.05), exceto para ProRoot
MTA % diluicéo que estimulou aumento do metabolismo celular as 48hs quando comparado
com MTA Flow % diluicdo (P<.05). Além disso, a diluicdo ProRoot MTA %2 estimulou o
crescimento celular quando comparada a diluicdo MTA Angelus %2 as 6h (P<.05); além
disso, em relagéo a % de diluicdo, foi identificada diminuicdo as 6h e aumento as 48h no
crescimento celular (P<.05).

Hl Ghs [ 24hs E= 48hs
200+
150

100

Cell viability (%)

50+

171 12 1/4 n 12 1/4 n 112 1/4

Control MTA Flow MTA Angelus ProRoot MTA

Figura 1: Viabilidade de Saos-2 apos estimulagdo com extratos diluidos em série de MTA Angelus,
MTA Flow e ProRoot MTA em 6, 24 e 48h determinada pelo ensaio MTT. As letras indicam diferenca
estatistica observada comparando diferentes materiais na mesma diluigdo: a: p<0,05 vs. Controle; b:

p<0,05 vs. MTA Flow; c: p<0,05 vs. MTA Angelus. Os simbolos indicam diferenga estatistica observada
comparando diferentes diluicdes de extrato do mesmo material: *: p<0,05 vs. extrato nao diluido; #:
p<0,05 vs. diluicdo 1/2.
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Analise microbiolégica por difusdo em Agar

A Tabela 1 apresenta os resultados da analise microbiolégica. Todos os grupos de
cimentos tiveram didametros ligeiramente maiores que o grupo controle positivo (clorexidina
2%). MTA Angelus e ProRoot MTA apresentaram maior didmetro da zona de inibigéo,
observado as 24h e 48h. Porém, todos 0s grupos experimentais apresentaram diametro da
zona de inibigc&o significativamente semelhante ao do grupo clorexidina (controle positivo),
sem diferenga significativa entre eles (P>.05).

Grupos 24 horas* 48 horas*
Clorexidina 2% 16.9+ 0.68° 17.1£0.722
MTA Flow 15.8£0.02° 17.3£0.09°
MTA Angelus 21.2+1.342 21.6+1.86°2
ProRoot MTA 21.5+0.08° 22.4+0,17°
Valor de P P=1,000 P=1,000

*As mesmas letras sobrescritas (a) indicam que ndo hé diferenca significativa entre os grupos em
qualquer periodo de andlise (P <.05)

Tabela 1. Diametro médio da zona de inibicdo (mm) nos grupos as 24 e 48 horas.

DISCUSSAO

Este estudo investigou o comportamento biolégico de cimentos bioceramicos
reparadores endodénticos por meio de toxicidade celular e propriedade antimicrobiana.
Com base nos resultados, os cimentos apresentaram resposta biologica positiva e poder
antimicrobiano semelhante ao grupo controle positivo.

Atualmente, diversas metodologias séo utilizadas para avaliar propriedades de
cimentos endodoOnticos. Ambas as metodologias in vitro utilizadas no presente estudo
foram baseadas em relatérios anteriores que avaliaram a citotoxicidade (Cintra et al. 2017,
Cosme-Silva et al. 2020, Bueno et al. 2023) e o potencial antimicrobiano contra bactérias
planctdnicas como o E.faecalis (Poggio et al. 2017, Bueno et al. 2023).

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio MTT, anteriormente utilizado para avaliar a
biocompatibilidade de cimentos endodénticos, em conformidade com a norma ISO 10993—
5:2009 “Avaliacédo biologica de dispositivos médicos. Parte 5. Teste de citotoxicidade in
vitro”, que especifica a incubacao de células cultivadas em contato direto com extratos.

A metodologia utilizada para avaliar a propriedade antimicrobiana foi o teste
de difusdo em agar (agar diffusion test - ADT), que avalia a atividade contra bactérias
planctonicas (isto €, isolados de células Unicas flutuando em meio especifico), reconhecido
como um teste bésico e utilizado ha varios anos (Poggio et al. 2017, Barbosa et al. 2020,
Arias-Moliz & Camileri 2016, Bueno et al. 2023. Al Shwaimi et al. (2016) conduziram uma

revisdo sistematica sobre a eficacia antimicrobiana in vitro de cimentos endodbnticos
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e observaram que, até entdo, a maioria dos estudos sobre o efeito antimicrobiano dos
cimentos endoddnticos foram realizados em bactérias plancténicas.

A clorexidina (CHX) foi utilizada como controle positivo devido a sua atividade
antimicrobiana (Gomes et al. 2013, Yao et al. 2021). Em nosso estudo, embora tenha
diferengas nos tamanhos dos halos de inibicdo, ndo foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos.

Porém, é fundamental salientar que esta metodologia apresenta diversas limitagdes,
como a dependéncia da difusdo dos materiais testados. Além disso, a diferenciacéo entre
zonas de difuséo e inibicdo pode dificultar a analise. Isso pode ser superado com o uso do
trifeniltetrazélio, que indica microrganismos viaveis (aparecem na cor vermelha), facilitando
a precisdo da medicao (Tanomaru et al. 2007). Além disso, as bactérias plancténicas
podem ndo simular uma situagéo clinica, uma vez que, no ambiente bucal, as bactérias
séo organizadas em forma de biofilme, o0 que proporciona prote¢éo durante a maturagcéo e
estabelecimento do biofilme em um ambiente hostil (FariaOJunior et al. 2013). Ainda assim,
€ importante obter dados iniciais sobre a atividade antimicrobiana dos cimentos, mas nao
devem ser tiradas conclusdes precipitadas.

Por ultimo, também & importante destacar as limitagdes da presente pesquisa, uma
vez que modelos in vitro sdo considerados estudos preliminares. Além disso, pesquisas
antimicrobianas adicionais com modelos de biofilme mais complexos sé&o necessarias para

complementar esses resultados.

CONCLUSAO

Dentro das limitacbes deste estudo, todos os cimentos apresentaram
biocompatibilidade in vitro e todos os cimentos apresentaram atividade antimicrobiana
contra bactérias planctonicas.
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