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RESUMO

Os cimentos de silicato de calcio apresentam algumas vantagens em relacdo aos
demais materiais endoddnticos em virtude de sua biocompatibilidade e adaptacdo marginal.
Um exemplo deste tipo de cimento € o BioRoot RCS que é um material pé/liquido indicado
para a obturacdo do canal radicular. No entanto, a alteragdo na sua proporcao resulta em uma
consisténcia mais espessa que pode ser utilizado em outras aplica¢des clinicas, tais como,
selamento de perfuracdo radiculares e reabsor¢des dentinarias. Assim, este estudo tem como
objetivo analisar a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do BioRoot RCS, em duas
consisténcias distintas (fluida e espesso). Ap6s a manipulacéo, os materiais foram submetidos
a avaliacdo antimicrobiana contra Enterococcus faecalis (ATCC 4083 e ATCC 29212) e
Candida albicans (ATCC 10231) pelo teste de difusdo radial. Além disso, o BioRoot RCS, em
duas consisténcias distintas foi avaliado quanto a sua citotoxicidade por meio do teste do
MTT em células pré-osteoblasticas. Ao final, todos os dados obtidos foram submetidos a
ANOVA e ao teste de Tukey (p<0,05). Os resultados da avaliagdo antimicrobiana das
diferentes consisténcias evidenciou que o0s materiais apresentaram acdo frente a linhagem
ATCC 4083 e a ATCC 29212 de Enterococcus faecalis e tambem a Candida albicans. Além
disso, pode ser observado halos de inibicdo significativamente maiores no BioRoot RCS
fluido em comparacdo ao outro grupo. Apos 24h, foi verificado que ambas as consisténcias
permitiram uma viabilidade celular estatisticamente menor do que o grupo controle. J& nos
periodos experimentais de 48h e 72h ndo foram encontradas diferencas entre o BioRoot
(fluido e denso) e o grupo controle. Apds 24h, foi verificado que ambas as consisténcias
permitiram uma viabilidade celular estatisticamente menor do que o grupo controle. J& nos
periodos experimentais de 48h e 72h ndo foram encontradas diferencas entre o BioRoot
(fluido e denso) e o grupo controle. O BioRoo RCS em duas consisténcias distintas
apresentaram atividade antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis e a Candida albicans.
Além disso, estes materiais possuem baixa citotoxicidade sobre células pré-osteoblasticas e,

portanto, podem ser considerados na pratica clinica.

palavras-chave: Silicato de calcio, endodontia, citotoxicidade.



ABSTRACT

Calcium silicate cements have some advantages over other endodontic materials due
to their biocompatibility and marginal adaptation. An example of this type of cement is
BioRoot RCS, which is a powder/liquid material indicated for filling the root canal. However,
the change in its proportion results in a thicker consistency that can be used in other clinical
applications, such as root perforation sealing and dentin resorption. Thus, this study aims to
analyze the antimicrobial activity and cytotoxicity of BioRoot RCS, in two different
consistencies (fluid and thick). After handling, the materials were submitted to antimicrobial
evaluation against Enterococcus faecalis (ATCC 4083 and ATCC 29212) and Candida
albicans (ATCC 10231) by radial diffusion test. Furthermore, BioRoot RCS, in two different
consistencies, was evaluated for its cytotoxicity through the MTT test in pre-osteoblastic
cells. At the end, all data obtained were submitted to ANOVA and Tukey's test (p<0.05). The
results of the antimicrobial evaluation of the different consistencies showed that the materials
showed action against the ATCC 4083 and ATCC 29212 strains of Enterococcus faecalis and
also against Candida albicans. In addition, significantly greater halos of inhibition can be
observed in the fluid BioRoot RCS compared to the other group. After 24h, it was verified
that both consistencies allowed a statistically lower cell viability than the control group. In the
experimental periods of 48h and 72h, no differences were found between the BioRoot (fluid
and dense) and the control group. After 24h, it was verified that both consistencies allowed a
statistically lower cell viability than the control group. In the experimental periods of 48h and
72h, no differences were found between the BioRoot (fluid and dense) and the control group.
BioRoo RCS in two different consistencies showed antimicrobial activity against
Enterococcus faecalis and Candida albicans. Furthermore, these materials have low

cytotoxicity on pre-osteoblastic cells and, therefore, can be considered in clinical practice.

Keywords: Calcium silicate, endodontics, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os materiais de silicato de célcio surgiram, inicialmente, com o objetivo de selar
comunicagdes entre a cavidade pulpar e o periodonto (Lee et al., 1993; Parirokh, Torabinejad
2010). Por sua consisténcia densa, posteriormente, foi preconizado em varias situacdes
clinicas, tais como, no preenchimento de cavidades retrogradas, no selamento de perfuracdes
radiculares e como tampdo apical em dentes com rizogénese incompleta (Parirokh,
Torabinejad 2010).

Uma das vantagens frequentemente atribuida aos materiais de silicato de calcio é sua
biocompatibilidade quando comparado a outros produtos comercialmente disponiveis
(Torabinejad et al., 1997; Silva et al., 2011). Estudos in vivo mostraram que o0 MTA é capaz
de induzir a formacdo de o0sso, dentina e cemento, favorecendo a reparagdo do periodonto
(Torabinejad et al., 1997; Baek et al., 2005; Silva et al., 2011). Tem sido reportado que, em
tecido subcutaneo de ratos, este material induz uma reacdo inflamatoria moderada (Silva et
al., 2015).

Além disso, estudos tém sugerido que o MTA é um material bioativo por induzir a
deposicéo de cristais com caracteristicas semelhantes a apatita (Reyes-Carmona et al., 2009;
Reyes-Carmona et al., 2010). Em contato com a dentina, 0 MTA promove um processo de
biomineralizacdo que ocasiona a formacdo de uma camada na interface dentina-MTA com
estruturas semelhantes a tags (Reyes-Carmona et al., 2009; Reyes-Carmona et al., 2010). A
formacdo destes depdsitos torna-se maior ao longo do tempo, resultando em uma camada
maior e mais compacta (Reyes-Carmona et al., 2010).

Apesar das reconhecidas vantagens, este tipo de material com consisténcia densa,
também chamado de reparador, ndo tem caracteristicas adequadas para ser utilizado na
obturacdo de canais radiculares, por ser de dificil inser¢do nas cavidades (Torabinejad et al.
2018). Por estas razdes, varios tipos de cimentos de silicato de calcio vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de melhora de suas propriedades (Gandolfi et al. 2009, Cutajar
et al., 2011, Camps et al., 2015).

O BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franca) € um cimento a base de
silicato tricalcio, p6/liquido e recomendado para obturacdo de canais radiculares. O pé contém
silicato tricélcio e 6xido de zircbnio, enquanto que, o liquido é uma solucdo aquosa de cloreto
de calcio e policarboxilato. Ja foi demonstrado que o BioRoot RCS induziu in vitro a

producdo de fatores de crescimento angiogénicos e osteogénicos (Camps et al., 2015). Além
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disso, tem uma toxicidade menor do que outros cimentos endodénticos, também podendo
induzir deposigdo de tecido duro (Nakov et al. 2015.)

Existe disponivel comercialmente um material de silicato de célcio (MTA Flow,
Ultradent, EUA), desenvolvido para adquirir facilmente consisténcias para uma variedade de
aplicagdes clinicas como, por exemplo, capeamento pulpar, pulpotomias, selamento de
perfuracdes e reabsorcdes, retrobturacdes e dentes com rizogénese incompleta. Isto porque,
segundo o fabricante, pode ser manipulado em diferentes propor¢des pd/liquido. Ja foi
demonstrado que o MTA Flow em diferentes consisténcias apresenta pH alcalino, baixa
solubilidade, radiopacidade satisfatdria e habilidade de formar depdésitos de fosfato de célcio
(Guimaraes et al. 2017). Além disso, foi verificado também que o MTA Flow em diferentes
proporcOes apresenta biocompatibilidade apds implantagdo em tecido subcutaneo de ratos
(Mondelli et al., 2019).

Assim, considerando que o BioRoot RCS também é um cimento pd/liquido, sua
consisténcia pode ser facilmente alterada, resultando em um produto capaz de ser utilizado em
varias aplicacdes clinicas. Silva (2019) demonstrou que o BioRoot RCS em consisténcias
distintas (fluida e densa) apresenta propriedades fisico-quimicas adequadas e, portanto, pode
ser uma alternativa para uso na prética clinica de acordo com a indicagdo. No entanto, até o
presente momento, ndo ha estudos que tenham avaliado a influéncia destas modificacdes na

atividade antimicrobiana e na citotoxicidade deste material.
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2 PROPOSICAO

O presente estudo tem por objetivo investigar se a alteracdo na proporcdo po/liquido do
BioRoot RCS prejudica as propriedades antimicrobianas e bioldgicas deste material. Para
isso, foram verificados:
e A atividade antimicrobiana do BioRoot RCS em consisténcias distintas (fluida e
densa);

e A citotoxicidade deste cimento em consisténcias distintas (fluida e densa).
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3 MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram realizados os testes de atividade antimicrobiana e citotoxicidade do
BioRoot RCS em duas consisténcias distintas (Silva, 2019). Na Tabela 1, estdo descritos as
proporc¢des pd/liquido utilizadas.

Tabela 1. Material e proporges utilizadas.

Fluido Denso
. Proporcao Proporgéao _—
METEEL po/liquido o6/liquido CEeEEE
BioROOtRCS e Silicato Tricélcico
(Septodont) 0,509/0,18L 0,50g/0,12uL e Oxido de Zirconio

e Polimero Hidrossolivel

Fonte: Elaborado pelo autor

3.1 Atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro pelo método da difusdo, as cepas
de Enterococcus faecalis ATCC 4083 e a ATCC 29212 (American Type Culture Collection,
Manassas, VA) foram reativadas sobre a superficie de placas de 4gar M-Enterococcus. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C, em condi¢bes atmosféricas de
aerobiose por 24-48 h. Apos o periodo de ativacdo, a linhagem foi testada quanto a pureza da
cultura e novamente identificada por métodos padrdes de identificacdo bacteriana.

A partir das culturas, cinco colénias foram inoculadas em tubos contendo 4mL de
caldo BHI estéril e incubados “overnight” a 37°C, em condigdes atmosféricas de aerobiose.
Estas sub-culturas em caldo BHI foram transferidas para tubos contendo 5mL de solugéo
salina estéril a fim de se obter uma turbidez padréo referente a escala 0,5 de Mac Farland, que
corresponde a 1,5 x 108 unidades formadoras de colénias (UFC) mL-1.

Placas de Petri de 15x150 mm preparadas com agar Mueller-Hinton (Merck®) foram
escavadas em pocos com 4 mm de didametro por 3 mm de profundidade. A superficie de cada
placa foi semeada com uma zaragatoa de algodao estéril embebida na suspensdo padrao,
tomando-se o cuidado de preservar as escavacdes sem semeadura. ApOs a semeadura, as
placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para absor¢do do indculo.

Apbs o preenchimento dos pogos com os materiais, as placas foram mantidas em
temperatura ambiente para pré-incubagdo por duas horas e apds foram incubadas em estufa

bacteriolégica a 37°C por 24 horas.
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Apb6s o periodo de incubacgdo, utilizando-se um paquimetro digital, os halos de
inibicdo bacteriana foram mensurados em milimetros sob luz transmitida. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.2 Atividade antimicrobiana contra Candida albicans

Para se avaliar a atividade antifungica, foi utilizada a técnica de difusdo radial sobre a
superficie da placa de agar Sabouraud dextrose (Merck®), segundo Weckwerth et al., 2012.

A partir da placa de ativagdo da levedura, 5 colonias foram transferidas para um tubo
contendo 5 mL de caldo Sabouraud dextrose (Merck®) que foi incubado a 37°C “overnight”.

A partir do crescimento, foi preparado em salina estéril o ajuste para a densidade Otica
do padréo de turbidez da escala 1,0 de McFarland (3 x 108 Unidades Formadoras de Col6nias
mL-1). Uma placa de Petri de 150 x 10 mm previamente preparada com agar Sabouraud
dextrose (Merck®) na espessura de 6 mm foi escavada em 7 pogos com 4 mm de didmetro
por 3 mm de profundidade. A semeadura foi feita através de zaragatoa de algoddo estéril na
superficie da placa, tomando-se o cuidado de ndo semear o interior das escavagoes.

A placa foi colocada em estufa por 30 minutos para secagem da superficie do meio de
cultura antes da colocacdo dos materiais. Apds a espatulacdo, os pocos foram preenchidos
com os materiais e a placa foi deixada 2 horas em temperatura ambiente para pre-incubacéo.
Apos esse periodo, foi incubada em estufa 37°C, sob condigdes atmosféricas adequadas por
24 horas. Os halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de um paquimetro digital sob

luz refletida. O teste foi realizado em triplicata (Figura 1).
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Figura 1: Imagem ilustrativa do teste de difuséo radial em &gar.

3.3 Citotoxicidade

Para o cultivo celular, foram utilizados pré-osteoblastos de camundongo da linhagem
MC3T3-E1 (ATCC®). As células foram cultivadas em a-MEM (Meio Minimo Essencial Alfa
- Gibco®), suplementado com 1% de antibiotico (Penicilina/Estreptomicina - Gibco®) e 10%
SFB (Soro Fetal Bovino- Gibco®), permanecendo em incubadora a 37°C contendo 5% de
CO,. Apos atingirem o estagio de subconfluéncia, as células foram subcultivadas
(tripsinizadas) utilizando-se a enzima tripsina, responsavel por dissociar as células do frasco
de cultura (0,25% tripsina, 1ImM EDTA- Sigma-Aldrich®), ap6s 5 minutos em incubadora a
37°C com 5% de COo, a tripsina foi inativada com meio de cultura a-MEM com 10% SFB.

As celulas foram transferidas para um tubo falcon de 50 ml (Corning®) e
centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos a 20°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em um novo meio. Em seguida, fez-se a contagem
celular por meio do protocolo azul de tripan. Este corante é responsavel por corar as células
inviaveis. Posteriormente, as células foram utilizadas para 0s ensaios experimentais.

Para 0s ensaios de viabilidade foram plaqueadas 3x103 células/poco em placas de 96
pocos (Corning®). Apds incubacdo por 24h, o meio de cultivo foi substituido por meio a-
MEM 10% SFB condicionado ou ndo. Para cada placa, foi analisado um periodo experimental
de 24 h, 48 h e 72 h ap6s a adicdo do meio condicionado ou ndo. ApoOs cada periodo
experimental, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com solucdo tampéo
PBS e em seguida foi realizado o ensaio de reducdo do MTT.

A anélise da atividade mitocondrial das células foi realizada pelo método da redugéo
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5- difeniltetrazélio) (Mossman, 1983). Esse
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teste quantifica a conversdo do MTT, que € sollvel em agua, em um formazan insoltvel. O
formazan, de cor azul purplrea, é solubilizado e, entdo, sua concentracdo pode ser
determinada pela densidade Optica em espectrofotbmetro. Apos os periodos experimentais
(24, 48 e 72 h) as celulas foram lavadas com PBS, e em seguida incubadas numa solugéo de
0,5 mg de MTT para 1ml de a-MEM sem SFB (Oliveira et al, 2016).

Apos esse procedimento, as placas permaneceram em incubadora por 4h a 37°C e 5%
de COg; em seguida a solugdo foi removida, o pigmento insoltvel reduzido intracelularmente
foi extraido em DMSO (dimetilsulféxido) e deixado em temperatura ambiente por 30
minutos. Posteriormente, a absorbancia foi mensurada a 550 nm (Leitora Synergy hl
Monochromator-based Biotek) (Oliveira et al, 2016).

- Analise estatistica

Os resultados quantitativos obtidos foram submetidos a andlise estatistica com o
auxilio do programa Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific, Sausalito, CA). Aos dados foi aplicado
0 teste estatistico paramétrico ANOV A para comparacgéo dos diferentes grupos entre si dentro
de cada periodo experimental, posteriormente, quando observada diferenca significante em
nivel de 5%, foi realizada a comparagdo entre os materiais, dois a dois, pelo teste de

comparagdes multiplas de Tukey.



4 RESULTADOS

4.1 Atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis e Candida albicans

Os resultados da avaliagdo antimicrobiana das diferentes consisténcias evidenciou que
0s materiais apresentaram acdo frente a linhagem ATCC 4083 e a ATCC 29212 de
Enterococcus faecalis e também a Candida albicans. Além disso, pode ser observado halos de
inibicdo significativamente maiores no BioRoot RCS fluido em comparacdo ao outro grupo

(Tabela 2).

Tabela 2. Média dos halos de inibi¢do nos diferentes grupos experimentais.

ATCC 4083 ATCC 29212 Candida albicans
BioRoot Fluido 31,22 302 278
BioRoot Denso 26P 25P 21°

Fonte: Elaborado pelo autor

Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significante entre os materiais

(p=<0,05).

4.2 Citotoxicidade

Apos 24h, foi verificado que ambas as consisténcias permitiram uma viabilidade
celular estatisticamente menor do que o grupo controle. J& nos periodos experimentais de 48h

e 72h ndo foram encontradas diferencas entre o BioRoot (fluido e denso) e o grupo controle

(Tabela 3).

Tabela 3. Viabilidade celular (absorbancia) pré-osteoblasticas apds 24h, 48h, 72h

determinados pelo teste do MTT.

24h 48h 72h

BioRoot Fluido 0,3% 1,18 1,32

BioRoot Denso 0,3% 1,28 1,32

Controle Positivo 0,5° 1,12 1,42
Controle Negativo 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor

Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significante entre os materiais e 0

grupo controle (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

No intuito de adquirir materiais com diferentes consisténcias que possam ser utilizados
em vérias aplicacbes clinicas, no presente estudo, foram avaliadas as propriedades
antimicrobianas e a citotoxicidade do BioRootRCS, em diferentes proporcées péd/liquido.

Um material endod6ntico, independentemente, da sua indicacdo clinica deve
apresentar propriedades fisicas, quimicas e biologicas adequadas. Dentre estas caracteristicas,
se possivel, estes produtos devem possuir atividade contra microrganismos que, porventura,
resistirem ao tratamento endoddntico. No presente estudo, foram utilizados para esta
avaliacdo o Enterococcus faecalis e a Candida albicans que sabe-se sdo patdgenos mais
resistentes aos procedimentos endodénticos (ODDS, 1988; Rodcas et al. 2003). O
Enterococcus faecalis € um microrganismo extensivamente relacionado com insucesso do
tratamento endodontico (ODDS, 1988; Rdcas et al. 2003). Devido a sua alta resisténcia a
medicamentos usados durante o tratamento endodontico, € um dos poucos micro-organismos
que tem demonstrado resisténcia in vitro ao efeito antibacteriano do hidroxido de calcio
(EVANS et al., 2002).

Nossos resultados, evidenciaram que 0s materiais apresentaram atividade contra o
Enterococcus faecalis e a Candida albicans ap6s 24 horas. Considerando também as
limitacGes do teste de difusdo em aguar, esta atividade pode estar limitada ao tempo de presa
dos materiais. Ja foi demonstrado que o BioRoot RCS denso e fluido apresenta tempo de
presa entre 40 min-169 min aproximadamente (Silva, 2019). E provéavel que esta atividade
antimicrobiana, seja decorrente da solubilidade do material, e ocorra antes do tempo de presa
final dos materiais. No entanto, outros estudos seriam necessarios para comprovar este dado.
Alsubait et al. (2019) observaram que a atividade antimicrobiana contra biofilme de
Enterococcus faecalis € superior a outros tipos de cimentos endodonticos.

Nossos resultados in vitro da citotoxicidade evidenciaram que todas as pastas de
hidroxido de calcio promoveram a viabilidade celular em todos os periodos experimentais e
diluicGes analisadas no presente estudo. Ja& foi amplamente demonstrado que materiais
contendo Ca(OH). ou como produto de sua reacdo de hidratagdo ndo séo citotoxicos (Cintra et
al., 2017). O BioRoot RCS é um material a base de silicato tricalcico, produzindo durante os
primeiros estagios do processo de hidratacdo o hidroxido de calcio. Em relacdo as
propriedades biolégicas do BioRoot foi observado que este material € biocompativel e
apresenta bioativavde e baixa citotoxicidade (Camps et al., 2015; Seo et al., 2019; Bardini et
al., 2021).
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Tendo em vista as limitacbes da metodologia do presente estudo, diante dos nossos
dados pode-se afirmar que a alteragdo na proporcao p6/liquido do BioRoot RCS néo alterou a
atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do material.
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6 CONCLUSOES

O BioRoot RCS em duas consisténcias distintas apresentaram atividade
antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis e a Candida albicans. Além disso, estes
materiais possuem baixa citotoxicidade sobre células pré-osteoblasticas e, portanto, podem ser
considerados na prética clinica.
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