UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Faculdade de Ciéncias da Saude

Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia

g UnB

Dissertacao de Mestrado

AVALIACAO DE PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE CIMENTOS
BIOCERAMICOS EM CULTURA DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
HUMANAS E UM RELATO DE SUA APLICAGAO CLINICA EM PERFURACAO
RADICULAR.

Marcos Coelho Santiago

Brasilia 10 de marco de 2020



Marcos Coelho Santiago

AVALIACAO DE PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE CIMENTOS
BIOCERAMICOS EM CULTURA DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
HUMANAS E UM RELATO DE SUA APLICAGAO CLINICA EM PERFURACAO
RADICULAR.

Dissertagcado apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagcdo em Odontologia da
Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia, como requisito
parcial a obtencao do titulo de Mestre em
Odontologia

Orientadora: Prof. Dra. Loise Pedrosa Salles



Brasilia, 2020

Marcos Coelho Santiago

AVALIACAO DE PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE CIMENTOS
BIOCERAMICOS EM CULTURA DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
HUMANAS E UM RELATO DE SUA APLICAGAO CLINICA EM PERFURACAO
RADICULAR.

Dissertacado aprovada, como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre
em Odontologia, Programa de P6s-Graduagao em Odontologia da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

Data da defesa: 10 de margo de 2020

Banca examinadora:

Prof. Dr. Loise Pedrosa Salles (Orientador)

Prof. Dr. Laudimar Alves de Oliveira

Prof. Dr. Rodrigo Ricci Vivan



Aos meus pais Edmond e Ester por sempre acreditarem em
mim e me apoiarem nas decisbées mais importantes. Aos meus
irm&os Lucas e Marina e a Thais que apesar dos periodos
dificeis sempre me incentivaram para que essa conquista se
tornasse possivel.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof. Dra. Loise Pedrosa Salles, pelos
ensinamentos, por me apresentar o mundo da pesquisa laboratorial e
principalmente por ser um exemplo de pessoa com entusiasmo, dedicagéo e
profissionalismo. Obrigado pelo carinho e atengdo de sempre. Vocé é uma
inspiragéo para mim.

A minha familia, por sempre acreditar em mim me dando forgca para
alcangar meus objetivos: Pai, Mae, Lucas e Marina muito obrigado.

Ao meu colega de mestrado e amigo Marcio Amaral, pela parceria de
sempre.

Aos amigos da Equipe Master Rodrigo Aucélio e Marcio Alex, pelo
incentivo de sempre buscar novas conquistas.

Ao amigo e incentivador Prof. Dr. Laudimar Alves de Oliveira, pelo
exemplo de profissional e inteligéncia.

Ao Rafael que apesar de chegar quase no final do meu trabalho n&o
poupou esforcos em me auxiliar durante a pratica laboratorial.

A todos os docentes do programa de Pds-Graduagao em Odontologia, em
especial a Prof. Dra. Nailé Damé Teixeira pelo incentivo a pesquisa.

Ao Prof. Dr. Fernando Araripe por abrir as portas do laboratorio de biologia
molecular e viabilizar grande parte dos experimentos dessa pesquisa.

Aos amigos da pos-graduagdo Yasmin, Suellen, Carlos Alexandre,
Carina, Cecilia, Giulia, Patricia e Raquel pela parceria durante essa jornada.

Ao meu amigo e socio (sim, isso € possivell) Artur, por manter a
administragcao e funcionamento da nossa clinica. E principalmente pela amizade,
companheirismo e apoio em minhas decisdes.

As amigas e parceiras Silvana, Adriana, Amanda e Isabela por organizar
tudo que podiam na minha auséncia, ndo poupando esfor¢os para me ajudar
sempre que precisei.

Ao Gustavo Henrique Salles, por colaborar na excussao dos

experimentos.



RESUMO

Atualmente o agregado de triéxido mineral (MTA) ainda é considerado o
material de escolha para o tratamento reparador de perfuracdo radicular e
cirurgias apicais. Ao longo dos anos esse material vem sendo aperfeigoado, o
que culminou na consolidagdo dos cimentos bioceramicos para esse tipo de
tratamento. Seu potencial bioativo e resisténcia a humidade também o
credenciam como cimento obturador do sistema de canais radiculares. O
objetivo desse estudo foi avaliar as propriedades bioldégicas dos cimentos
bioceramicos em cultura de células osteoblasticas humanas e relatar um caso
clinico de tratamento de perfuragdo radicular com cimento obturador
bioceramico. O estudo foi dividido em 5 capitulos: No capitulo 1, foi apresentada
uma introdugdo sobre a complexidade do tratamento endoddéntico e a
necessidade do desenvolvimento de materiais biocompativeis tanto para
obturacao de canais radiculares quanto para tratamentos mais complexos como
perfuragdes radiculares, lesdes apicais persistentes, tratamentos regenerativos,
apices incompletos dentre outras. Uma revisao da literatura também foi realizada
com pesquisas atuais que contribuiram para a execug¢ao deste trabalho. No
capitulo 2, foi apresentado um estudo sobre a biocompatibilidade e bioatividade
de cimentos bioceramicos em cultura de células do tipo osteoblastos humanos
(Saos-2). O objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade e a
bioatividade de dois novos cimentos bioceramicos reparadores, Bio-C® Repair
e PBS HP®, que foram recentemente disponibilizados com a promessa de
apresentarem propriedades biolégicas superiores aos cimentos convencionais.
Foram realizados experimentos para avaliagdo da viabilidade celular (MTT),
proliferagao celular (ensaio de Wound Healing) e bioatividade por PCR em tempo
real (QPCR) dos genes marcadores de osteogénse (BGLAP, ALPL e BSP). A
atividade enzimatica (ALP) também foi aferida. O capitulo 3 é o relato
retrospectivo de um caso clinico de tratamento de perfuragao radicular no tergo
apical de um molar inferior com o cimento biocerdmico EndoSequence BC
Sealer. O paciente foi inicialmente encaminhado para tratamento cirurgico.

Entretanto, diante dos estudos demonstrando excelentes propriedades



bioldgicas dos cimentos bioceramicos, optou-se por um tratamento conservador
com o Endosequence BC sealer. Este relato de caso teve proservagao por 3
anos. Condigdes clinicas como perfuragdes radiculares apresentam prognostico
desfavoravel por afetar significativamente o periodonto e ser de dificil reparo sem
uma intervencdo cirurgica. Os cimentos obturadores biocerdmicos surgiram
como uma alternativa conservadora para tratamentos de perfuracdo desde que
seja possivel a descontaminacéo e selamento da area afetada. Nos capitulos 4
e 5 foram apresentadas as consideragdes finais sobre os cimentos bioceramicos

€ um press release respectivamente.

Palavras-chave: Tratamento do Canal Radicular. Cimento de Silicato. Cimentos

Dentarios. Obturagao do Canal Radicular



ABSTRACT

Currently, the mineral trioxide aggregate (MTA) is still considered the
material of choice for the repair of root perforation and apical surgeries. Over the
years, this material has been improved, which culminated in the consolidation of
bioceramic cements for this type of treatment. Its bioactive potential and
resistance to moisture also qualify it as a filling cement for the root canal system.
The objective of this study was to evaluate the biological properties of bioceramic
cements in human osteoblastic cell culture and to report a clinical case of root
perforation treatment with bioceramic sealer. The study was divided into 5
chapters: In chapter 1, an introduction was presented on the complexity of
endodontic treatment and the need for the development of biocompatible
materials for both root canal filling and for more complex treatments such as root
perforations, persistent apical lesions, treatments regenerative, incomplete
apexes among others. A literature review was also carried out with current
research that contributed to the execution of this work. In chapter 2, a study was
presented on the biocompatibility and bioactivity of bioceramic cements in human
osteoblast cell culture (Saos-2). The objective of this work was to evaluate the
biocompatibility and bioactivity of two new bioceramic repair cements, Bio-C®
Repair and PBS HP®, which were recently made available with the promise of
presenting superior biological properties than conventional cements.
Experiments were carried out to evaluate cell viability (MTT), cell proliferation
(Wound Healing assay) and bioactivity by real-time PCR (QPCR) of osteogenesis
marker genes (BGLAP, ALPL and BSP). Enzymatic activity (ALP) was also
measured. Chapter 3 is a retrospective report of a clinical case of treatment of
root perforation in the apical third of a mandibular molar with the bioceramic
EndoSequence BC Sealer. The patient was initially referred for surgical
treatment. However, in view of studies showing excellent biological properties of
bioceramic cements, a conservative treatment with Endosequence BC sealer
was chosen. This case report was follow-up for 3 years. Clinical conditions such
as root perforations have an unfavorable prognosis because it significantly affects
the periodontium and is difficult to repair without surgical intervention. Bioceramic
filling cements have emerged as a conservative alternative for drilling treatments

as long as decontamination and sealing of the affected area is possible. Chapters



4 and 5 presented the final considerations on bioceramic cements and a press

release respectively.

Keywords: Silicate Cement. Root Canal Filling Materials. Root Canal Obturation.

Dental Cements
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CAPITULO 1



1.1INTRODUGAO

A polpa radicular €& responsavel pela vitalidade e nutricdo dentaria.
Entretanto, em casos onde ndo ha a possiblidade de manter essa vitalidade o
tratamento endodéntico se faz necessario. Os objetivos da terapia endoddéntica
sdo em sintese: o debridamento, a desinfeccdo, preparo biomecéanico e
obturagdo do sistema dos canais radiculares [1]. Alguns fatores s&o
determinantes para o sucesso do tratamento endodéntico, entre eles, a
eliminacdo de microrganismos, seus subprodutos e, principalmente, o
selamento hermético do sistema de canais radiculares com um material que
favorega o reparo dos tecidos adjacentes [1].

Outro aspecto essencial para o sucesso do tratamento endodéntico, é o
conhecimento adequado da complexidade anatdmica dos dentes e estruturas
adjacentes. [2]. A anatomia complexa; com existéncia de canais acessorios,
deltas apicais, curvaturas acentuadas, istmos e ramificagcdes das mais diferentes
formas; dificulta o tratamento [2]. E importante ressaltar que a inexperiéncia
profissional, a falta de conhecimento da anatomia dentaria interna e a
consequente recontaminagdo do interior dos condutos, sdo as causas mais
comuns dos insucessos em perfuracbes radiculares e lesdes apicais
persistentes [3]. O progndstico do tratamento de perfuragdes radiculares varia
principalmente de acordo com a localizagao e possibilidade de acesso direto ao
local atingido. Independentemente do motivo, o tratamento das perfuragbes
consiste em localizagdo, descontaminacdo e preenchimento com material
biocompativel com capacidade de vedamento, insoluvel e tolerante a umidade
[4]. Perfuragdes radiculares no tergo apical tendem a ser mais complexas. O
acesso direto e a sua visualizagdo sdo prejudicados por se situarem
habitualmente em regides de curvatura radicular, dificultando a aplicagédo via
canal de qualquer material reparador na regido afetada. Diante disso, o cimento
obturador ou reparador deve ser de facil manipulagao e possibilitar sua insergcao
no local da perfuragéo. Ou seja, a retomada do conduto original e principalmente
sua descontaminacdo sdo essenciais para que se crie condi¢cdes favoraveis ao

reparo [2,3]. De uma maneira geral, perfuragdes radiculares nao tratadas, lesbes

15



apicais persistentes, tratamentos regenerativos e dentes com apices
incompletos configuram como situagdes complexas em Endodontia. Além da
habilidade profissional, materiais biocompativeis e preferencialmente bioativos
sdo desejaveis. O reparo das estruturas atingidas depende diretamente das
propriedades bioldgicas dos materiais que estimulam a proliferagéo e atividade
de células cementoblasticas e osteoblasticas [5,6].

As propriedades biolégicas apresentadas pelo material obturador ou
reparador sdo de fundamental importdncia para o sucesso da terapia
endoddntica. Com o passar dos anos, novos materiais foram desenvolvidos tanto
para obturagdo de canais radiculares quanto para selamento de perfuracgoes.
Assim, o amalgama, cimentos de ionémero de vidro, cimentos a base de resina
e cimentos a base de oxido de zinco-eugenol entraram em desuso [7,8]. Na
década de 90, o Agregado Trioxido Mineral (MTA), material capaz de preencher
alguns dos requisitos biologicos fundamentais surgiu no mercado para uso
odontoldgico [9]. Inicialmente desenvolvido como material retro-obturador, o
MTA foi apontado por varios estudos como o melhor material para cirurgias
apicais e selamento de perfuragdes radiculares. Ao longo do tempo cimentos
obturadores também foram langados com MTA em sua composigao [9].

Cimentos obturadores e reparadores a base de MTA vém sendo aprimorados
nos ultimos anos e alguns estudos ja demonstraram excelentes resultados. O
MTA, considerado o bioceramico de primeira escolha para o tratamento de
perfuragdes radiculares, vem ganhando destaque na endodontia principalmente
em relagc&o as suas propriedades bioldgicas. Neste ponto € importante explicar
que esses cimentos fazem referéncia a um material ceramico de uso biologico,
inerte ou bioativo [9,10]. Os bioceramicos tém aplicacbes na medicina e
odontologia com relatos desde a década de 70 [11]. Utilizados inicialmente para
recobrimento de metais, os cimentos bioceramicos sado compostos
principalmente por fosfato de calcio, silicato de calcio, ceramicas de vidro,
alumina, zircbnia e hidroxiapatita que conferem a ele biocompatibilidade e
bioatividade [10,12,13].

Os cimentos bioceramicos tém sido apresentados como alternativa ao MTA
com a premissa de terem propriedades fisico-quimicas e biolégicas superiores
as do MTA [14]. A medida que novos bioceramicos vdo surgindo, estudos

comparativos quanto a superioridade de efetividade de um ou outro tipo de
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cimento reparador sdo necessarios. Os estudos em cultura de células, em
modelos animais e relatos de casos fornecem conhecimentos relevantes que
contribuem de forma cientifica com o aprimoramento da Endodontia e
direcionam a escolha do material ideal para cada situacao clinica. Diante dessa
premissa, o objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade e o potencial
bioativo dos novos cimentos endodénticos bioceramicos em cultura de células
o0sseas humanas e relatar um caso clinico em que foi utilizado um cimento

bioceramico langado no mercado em 2014 [5].

1.2 REVISAO DE LITERATURA

A obturacdo do sistema de canais radiculares e o tratamento de
complicagdes advindas do tratamento endoddntico estimularam varios estudos
ao longo tempo. Grosman et al. (1988) [15] resumiu as caracteristicas ideais de
um cimento endodéntico, porém, atualmente nenhum material apresenta-se
totalmente satisfatério [16]. Os cimentos bioceramicos surgiram recentemente
com propriedades que tendem a se aproximar das ideais [17]. Sdo compostos
ceramicos biocompativeis provenientes de processamentos quimicos que
resultam em uma substancia biocompativel com comportamento semelhante ao
processo de formacgao de hidroxiapatita com capacidade de induzir uma resposta
reparadora [17]. Recentemente, a utilizagdo dos cimentos bioceramicos em
tratamentos endodonticos de rotina e suas complicagbes vem se tornando mais
frequentes. As propriedades conferidas a esse material como
biocompatibilidade, capacidade de manter o pH elevado, facilidade de
manipulagéo, tolerancia a humidade e estabilidade dimensional vem sendo

relatada em varios estudos [13,17,18].

1.2.1 CIMENTOS BIOCERAMICOS REPARADORES

Pesquisas sobre os cimentos bioceramicos e MTA em comparacéo a outros

cimentos mais antigos no mercado vem sendo realizados ao longo dos ultimos

anos. Os resultados evidenciam principalmente a melhor biocompatibilidade, a
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boa capacidade de selamento e principalmente a tolerdncia a humidade de
ambos os materiais [19,20]. O MTA é composto por silicato de calcio (CaSiO),
oxido de bismuto (BiO), carbonato de calcio (CaCO), sulfato de calcio (CaSO) e
aluminato de calcio (CaAlO). Apds hidratagédo, o material se solidifica em cristais
discretos em matriz amorfa. Esses cristais sdo compostos por 6xido de calcio, e
a regidao amorfa € composta de 33% de calcio, 49% de fosfato, 2% de carbono,
3% de cloreto e 6% de silica [19]. Ja os cimentos bioceramicos, por sua vez, sao
compostos por silicatos tricalcicos e dicalcicos, fosfatos de calcio, hidréxido de
calcio e oxido de zircbnia como radiopacificador. Igualmente, iniciam sua presa
na presenca de humidade e estdo disponiveis em duas formas: po-liquido ou
‘prontos para uso” [21].

Um dos primeiros produtos a base de MTA comercializados foi o ProRoot®
MTA. Ainda na cor cinza e com metais em sua composi¢cao apresentava como
limitagdo alteragcdo cromatica dos dentes tratados. Posteriormente, uma versao
branca foi langada sem aluminio e arsénico e viu-se a possibilidade de cimentos
mais puros a base de silicato de calcio substituindo a férmula original do cimento
Portland [5]. Essa versdo branca apresenta de acordo com a literatura
capacidade de manutencado do alto pH favorecendo o reparo e neoformacao
ossea [14]. Entretanto, os cimentos a base de MTA ainda apresentam algumas
limitagdes principalmente quanto a manipulagdo, manchamento da estrutura
dentaria e tempo de presa [22,23,24]. Com o intuito de solucionar essas
desvantagens, os cimentos a base de MTA vém sofrendo algumas melhorias e
modificagdes em relagdo a sua composi¢éo original.

Os novos cimentos bioceramicos tém apresentado resultados promissores.
Com caracteristicas de biocompatibilidade e bioatividade os cimentos
bioceramicos também iniciam sua presa com humidade e aparentemente
possuem maior facilidade de manipulagdo quando comparados ao MTA puro,
indicado principalmente em casos cirurgicos [25]. Com base nas informagdes
dos fabricantes, a principal diferenca na composicdo dos novos cimentos
bioceramicos e os cimentos originais de MTA parece ser a presenca de 6xidos
de calcio, carbonato de calcio e fosfatos de calcio nos primeiros. Ambos os
materiais possuem silicatos de calcio em suas composigdes, bem como agentes

radiopacificadores e componentes de presa.
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As primeiras propostas de cimentos bioceramicos reparadores como
alternativas ao MTA foram o Biodentine e Bioaggregate no ano de 2009 [28].
Suas composicdes sdo similares ao MTA, ambos sdo cimentos baseados em
silicato de calcio, exceto pela presenca de o6xidos de calcio no Biodentine e de
fosfatos de calcio no Bioaggregate [26]. De fato, os materiais bioceramicos s&o
considerados como variagdes da composigao do MTA [27].

Apesar de ser esperado que todo o cimento endoddntico apresente
biocompatibilidade, quando recém manipulado e inserido nos canais radiculares,
estes em sua maioria apresentam-se citotdéxicos. Apos a presa final essa
citotoxicidade tende a diminuir [28.29]. O tempo de presa deve ser o suficiente
para insergao do material. No entanto, periodos muito longos de endurecimento
associado a solubilidade do material podem favorecer a difusdo de componentes
prejudiciais aos tecidos dentarios [30]. A cicatrizagdo e indugédo do reparo nao
sado afetados pelo cimento desde que nao influenciados por produtos oriundos
de sua decomposigao com o decorrer do tempo [31].

A capacidade de manter o elevado pH de uma regido afetada é uma
propriedade conhecida do hidroxido de calcio e do MTA, importante para o
reparo de regides contaminadas [14]. Em estudo realizado por Hansen SW et al.
(2011) [14] comparou-se a capacidade do hidréxido de calcio, do MTA e o do
cimento bioceramico Endosequence Root Repair™ em manter o pH alcalino no
meio externo. Foram utilizados dentes humanos uniradiculares extraidos que
tiveram cavidades preparadas na superficie radicular com espessura de 2mm e
5mm. As amostras foram divididas em grupos e essas cavidades preenchidas
com o ProRoot® MTA branco e EndoSequence Root Repair™. O controle
positivo foi preenchido com hidréxido de calcio e o controle negativo com solugao
salina. O pH foi medido aos 20 minutos, 3 horas, 24 horas, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas e 4 semanas. Entre 20 minutos e 3 horas, ndo houve
diferenga estatistica do pH entre as amostras com ProRoot MTA branco e
EndoSequence Root Repair™ em ambos os niveis. Ao final das 4 semanas o
pH foi de similar para os dois materiais, 7.4 (EndoSequence) e 7.7 (ProRoot)
[14].

Os cimentos bioceramicos ja sdo uma realidade e suas aplicagbes sao
cada vez mais frequentes, principalmente em casos mais complexos que exigem

intervengao cirurgica. Suas propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade e
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bioatividade s&o relatadas em pesquisas recentes e por isso sua utilizagdo em
tratamentos reparadores vem sendo proposta [3,10,12,13]. Situac¢des clinicas
habitualmente tratadas com MTA hoje tém a possibilidade de utilizagdo de um
material biocompativel, bioativo e com facilidade de manipulagéo, principalmente
com composicdes “prontas para uso’ [25]. Poucos estudos sobre essas
formulagées como o de Benetti et al. (2019) [25] s&o encontrados na literatura.
Esse trabalho avaliou a citotoxicidade, biocompatibilidade e biomineralizagdo do
cimento “pronto-para-uso” Bio-C® Repair (Angelus) em comparagédo ao MTA
Repair HP (Angelus) e MTA branco (Angelus) em fibroblastos de camundongos
L929. As células foram expostas a extratos de cada material (ndo diluido, 2 e Va
de diluicdo) e as amostras avaliadas apds 6h, 24h e 48h. As células expostas
apresentaram viabilidade celular na maioria das amostras quando comparadas
ao grupo controle de forma dose dependente. Os autores concluiram que o Bio-
C Repair “pronto-para-uso” é biocompativel e com propriedades semelhantes ao
MTA Repair HP e ao MTA branco, sendo uma excelente opcdo de uso
principalmente pela facilidade de insercdo nos locais atingidos [25]. Seria
importante realizar estudos semelhantes a esse em células humanas e que
estdo envolvidas no processo de reparo endodéntico. Porém, como o cimento
Bio-C® Repair € novo, a literatura a seu respeito ainda € bastante escassa.

Outros cimentos bioceramicos reparadores também tiveram suas
propriedades estudadas, principalmente o Biodentine, com apresentagao pé6-
liquido, e propriedades biologicas interessantes [32]. Em estudo realizado por
Gomes-Cornélio AL et al. (2015) [32] comparou-se a bioatividade do
Biodentine™ em relagdo ao MTA Plus em células do tipo Saos-2. As células
foram expostas por 24h aos extratos dos materiais com diluicbes 1:1, 1:2, 1:4 e
1:8 e a viabilidade celular avaliada com ensaio MTT. Os resultados revelaram
uma biocompatibilidade dependente das concentracbes onde as amostras mais
diluidas apresentam maior viabilidade.

A Dbioatividade de alguns cimentos, proporciona a reabilitacédo e
tratamento de regides ou raizes dentarias perfuradas, antes condenadas por
infeccbes persistentes [4,25,33]. As caracteristicas osteoindutoras desses
cimentos bioceramicos reparadores, como o PBS-HP, e sua tolerancia a
humidade sugerem sua utilizagc&o inclusive como material para enxerto sintético

em cirurgias de instalacdo de implantes imediatos [39]. Essa bioatividade

20



também é observada em cimentos a base de MTA conforme estudo apresentado
por Abu Zeid et al. (2017) [4034] onde o NeoMTA Plus e o MTA branco foram
submetidos a testes de bioatividade e analisados por FTIR (Fourier transform
infrared) e XRD (X-ray diffraction). Os resultados demonstram uma bioatividade
de ambos os cimentos, porém o NeoMTA Plus por apresentar um tempo de
presa mais rapido obteve melhor comportamento sendo uma alternativa ao MTA
branco no tratamento cirurgico endodoéntico.

Pesquisas comparando os diversos tipos de cimento seja a base de MTA,
bioceramicos ou resinosos sao cada vez mais frequentes. Os resultados de uma
grande maioria demonstram a efetividade dos cimentos bioceramicos em
comparagao aos outros cimentos principalmente em relacdo a sua
biocompatibilidade, bioatividade e facilidade de manipulacido, caracteristicas
esséncias para um cimento ideal [17]. Outras caracteristicas como adaptacao
marginal, adesividade as paredes do canal radicular e baixa descoloragao
reforcam a ideia de torna-los uma opg¢ao de escolha para tratamento de

complicagdes endodénticas [35].

1.2.2 CIMENTOS BIOCERAMICOS OBTURADORES

Conforme ja elucidado, o MTA é um material biocompativel de ampla
utilizacdo na endodontia sendo recomendado em cirurgias apicais e selamento
de perfuracdes radiculares principalmente na sua forma pura [36]. Baseado em
suas propriedades biolégicas, surgiram no mercado alguns cimentos
obturadores a base de MTA como por exemplo o EndoSeal e o MTA Fillapex. A
citotoxicidade desses materiais foi avaliada e comparada a outros cimentos ja
consagrados como o AH Plus. Em estudo realizado por Marins FC et al. (2017)
[36] fibroblastos humanos imortalizados da linhagem MRC-5 foram expostos aos
cimentos Endoseal, MTA Fillapex e AH Plus, considerado padréo ouro. Os
resultados revelaram que mesmo possuindo como componente base o MTA,
tanto o Endoseal® como o MTA Fillapex apresentaram-se citotoxicos. Além
disso, o AH Plus utilizado como material de referéncia para comparacao
apresentou citotoxicidade estatisticamente inferior aos dois cimentos a base de
MTA em uma das quatro diluicbes avaliadas. Em outro estudo, o MTA Fillapex e

o MTA Plus tiveram suas propriedades biologicas observadas em cultura de
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células pulpares humanas. Os resultados demonstraram taxas de viabilidade
celular adequadas para o MTA Plus em todas as diluigdes. Ja o MTA Fillapex
apresentou-se citotoxico em algumas diluigdes [6,32].

Diante de alguns resultados negativos de cimentos obturadores a base de
MTA, principalmente em relagao a citotoxicidade, foi constatada a necessidade
de aprimoramento desses materiais. Possivelmente um dos cimentos
bioceramicos obturadores com mais referéncias na literatura quanto as suas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas € o Endosequence BC Sealer™.
Porém, ndo ha muitos relatos de casos clinicos com longo tempo de
proservacao. A composicdo do Endosequence BC Sealer™ ¢é basicamente de
oxido de zircbnia, silicato de calcio, fosfato de calcio monobasico, hidréxido de
calcio e agentes espessantes. Possui um tempo de presa de aproximadamente
4 horas na temperatura ambiente e a capacidade de endurecer apenas quando
exposto a humidade, além da capacidade de se unir a dentina podendo levar a
formacdo de hidroxiapatita [37]. Essa humidade que pode ser proveniente do
interior dos tubulos dentarios € capaz hidratar o cimento que inicia seu
endurecimento e resulta na formacao de hidroxiapatita, promovendo uma ligagéo
guimica a dentina. Outras propriedades, tais como a capacidade de expansao e
selamento, biocompatibilidade e um potente agente antimicrobiano o tornam um
aliado poderoso na obturag&o dos canais radiculares [10,12].

Diante de casos complexos de perfuracdo radicular associada as
propriedades dos cimentos bioceramicos, viu-se a possibilidade de tratamento e
preenchimento de perfuracbes com um cimento biocompativel, bioativo, com
estabilidade dimensional e com bom escoamento sem necessidade de acesso
cirargico [10,12]. Candeiro GT et al. (2015) [38] compararam as propriedades
bioldgicas do cimento bioceramico Endosequence BC Sealer™ e AH Plus™ em
fibroblastos humanos (FMM1). As células foram expostas aos cimentos e a
viabilidade celular medida através do ensaio MTT nos intervalos de 1,3,5 e 7
dias. Os resultados revelaram um numero de células viaveis significativamente
maior nas amostras expostas ao Endosequence BC™. Resultados semelhantes
aos encontrados por Zhang W et al. (2009) [39] que avaliaram a citotoxicidade
dos cimentos a base de silicato de calcio e o AH Plus™ em fibroblastos de ratos
(L929). Também utilizando o ensaio MTT, as amostras foram avaliadas 24 horas

apos a exposigao aos cimentos. AH Plus™ foi significativamente mais citotoxico
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que o IRoot SP e o MTA. No entanto, Loushine BA et al. (2011) [40] também
avaliaram a citotoxidade dos cimentos Endosequence BC™ e AH Plus™ em
cultura de células MC3T3-E1 pelo ensaio MTT. Os resultados apresentados
foram diferentes quando relacionados ao tempo de presa de cada cimento.
Ambos os cimentos foram citotoxicos nas primeiras 24 horas, porém o AH Plus
foi diminuindo gradualmente sua citotoxicidade tornando-se né&o citotoxico antes
da terceira semana. Diferentemente, o Endosequence BC Sealer permaneceu
moderadamente citotoxico apos 6 semanas [40].

Em outro estudo, pesquisadores também avaliaram algumas
propriedades do cimento Endosequence BC Sealer em relagdo ao AH Plus. A
radiopacidade do cimento bioceramico foi inferior ao AH Plus, porém ambos
dentro dos limites das normas ISO. Ja a liberacdo de ions calcio do
Endosequence BC Sealer foi significativamente superior ao AH Plus. O
escoamento de ambos ndo apresentou diferencgas significativas. Os resultados
revelaram que o Endosequence BC Sealer pode ser uma excelente opcéo de
cimento obturador sendo capaz de atingir regides n&o instrumentadas ou mais
dificeis, liberando calcio e favorecendo o reparo das areas afetadas [41].

Microrganismos presentes no interior dos condutos radiculares e o
biofilme extra radicular s&o responsaveis pelo desenvolvimento e manutengao
de lesbes apicais. Um dos objetivos principais do tratamento endodéntico € a
remogao desses microrganismos através do preparo quimico e mecanico
proporcionando um ambiente favoravel para o reparo e impedindo a
recolonizagao da regido [38]. Para tanto, Bukhari S et al. (2019) [42] avaliaram o
efeito antimicrobiano do biceramico Endosequence BC em comparacédo AH Plus
em dentes unirradiculares extraidos e contaminados por Enterococos faecalis
por 8 semanas. Os cimentos foram colocados sobre a parede do canal radicular
e as amostras incubadas por 24 horas e 2 semanas. Ao analisar os resultados
os autores concluiram que o Endosequence BC foi capaz de eliminar E. Faecalis
com niveis significativamente maiores que o AH Plus. Resultados semelhantes
aos encontrados por Candeiro GT et al. (2015) [29] que por meio de dois testes,
difusdo em agar e contato direto, concluiram que tanto Endosequence BC sealer
quanto o Ah Plus tem efeito antimicrobiano importante variando de acordo com

tempo de exposig¢ao ao E. Faecalis aos materiais.
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As propriedades biolégicas dos cimentos bioceramicos e a base de MTA
foram demonstrados nesse estudo e em varios outros. Sua utilizagdo pode ser
recomendada no tratamento endodéntico ou cirurgico. Entretanto, se tratando de
cimentos bioceramicos ainda s&o necessarios mais estudos e principalmente
avali¢cdes in vivo a longo prazo para atestar a sua real efetividade ja comprovada

pelo seu antecessor MTA.
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1.3 OBJETIVOS

Geral:

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade e o potencial
bioativo dos cimentos bioceramicos em cultura de células 6sseas humanas do

tipo Saos-2 e o seu comportamento clinico frente a uma perfuragao radicular.

Especificos:

* Investigar a biocompatibilidade dos novos cimentos biocerdmicos em
comparagao aos cimentos a base de MTA, por meio de teste de atividade de
enzimas desidrogenases mitocondriais (MTT) em células osteoblasticas

humanas Saos-2.

» Avaliar comparativamente a proliferacdo celular de células tipo Saos-2
expostas aos cimentos a base de MTA e biocerdmicos por meio do

experimento de Wound Healing

« Avaliar, comparativamente ao MTA, a capacidade dos cimentos bioceramicos
em induzir a expressao de genes importantes para a formagao de matriz 6ssea

mineralizada nas células do tipo Saos-2.

» Avaliar a atividade da enzima fostatase alcalina, de forma comparativa, em

células osteoblasticas expostas aos diferentes cimentos bioagregados e MTA.

* Relatar o comportamento clinico de um cimento bioceradmico obturador e seu
potencial de induzir neoformacao 6ssea e reparo no tratamento de perfuracao

radicular complexa.
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BIOCOMPATIBILIDADE E BIOATIVIDADE DE CIMENTOS BIOCERAMICOS
REPARADORES EM CULTURA DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
HUMANAS
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RESUMO

Introdugao: Os cimentos reparadores utilizados em cirurgias apicais,
perfuracdes radiculares ou complicagcbes endodénticas de natureza similar,
devem ser biocompativeis e capazes de induzir ao reparo de tecidos
mineralizados. Recentemente, dois novos cimentos reparadores bioceramicos
foram langados com a promessa de apresentarem propriedades biologicas
superiores aos convencionais: Bio-C® Repair e PBS HP®. O objetivo deste
estudo foi avaliar a biocompatibilidade e a bioatividade dos cimentos Bio-C®
Repair (Bio-C), PBS HP® (PBS-HP), Biodentine™ (Biodentine), MTA Repair-HP
(MTA-HP), ProRoot® MTA (ProRoot) e NeoMTA Plus® (NeoMTA-P) em cultura
de células osteoblasticas humanas Saos-2 (ATCC® HTB-85). Métodos: Pellets
dos cimentos foram preparados em condigcdes estéreis e incubados por 24h, a
37°C, 95% de umidade e 5% de CO.. Apds presa, as amostras foram colocadas
em transwells para exposic¢ao celular. Células n&o expostas constituiram o grupo
controle positivo (CT) e expostas ao cimento de 6xido de zinco e eugenol, o
controle negativo (ZOE). A biocompatibilidade foi avaliada pelo ensaio MTT, a
migragao celular pelo ensaio Wound Healing (n=30/grupo), a bioatividade por
PCR em tempo real (QPCR) dos genes marcadores de ostogenese: Fosfatase
Alcalina (ALPL), Osteocalcina (BGLAP) e Sialoproteina Ossea (BSP). A
atividade enzimatica de fosfatase alcalina (ALP) também foi avaliada. Estatistica:
ANOVA e pés-teste de Bonferroni, p<0.05 (n=9/grupo). Resultados: As células
expostas por 24h ao Bio-C (100.66%), PBS-HP (95.3%) e Biodentine (101.78%)
apresentaram taxa de \viabilidade semelhante ao CT (100.23%).
Interessantemente, a média da velocidade de migracdo do grupo Bio-C
apresentou padrao semelhante ao NeoMTA-P, inferior aos outros grupos em 24h
e 48h (abaixo de 5um/h), mas superaram significativamente todos em 72h de
exposi¢cao (aproximadamente 24um/h). Apesar de apenas CT apresentar
fechamento completo do wound em 96h, as imagens microscopicas da area
adjacente demonstraram caracteristicas morfologicas de normalidade e
confluéncia das células expostas aos bioceramicos. Possivelmente, a
bioatividade dos cimentos favoreceu a indugéo de expresséo de genes e sintese

de proteinas da matriz 6ssea, em detrimento a proliferacdo celular. A expressao

33



de BGLARP foi significativamente maior nos grupos Bio-C, MTA-HP (fold=4-5) e
ProRoot (fold=2). O gene BSP teve maior expressao nos grupos Bio-C, NeoMTA-
P e ProRoot. Apenas grupo Biodentine apresentou superexpressdao de ALPL
quando comparado ao CT. Apesar dos demais grupos apresentarem inibicdo da
expressdo génica de ALPL todos demonstraram atividade ideal da enzima,
especialmente NeoMTA-P (1277.64U/L). Conclusao: O novo cimento reparador
bioceramico Bio-C apresentou excelente biocompatibilidade e potencial bioativo.
Enquanto o PBS-HP ndo demonstrou superioridade sobre os outros materiais

neste estudo.

Palavras-chave: biocompabilidade, endodontia regenerativa, silicato de calcio,

obturacéo retrograda
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ABSTRACT

Introduction: The repair sealers used in apical surgeries, root perforations or
endodontic complications of a similar nature, must be biocompatible and capable
of inducing the repair of mineralized tissues. Recently, two new bioceramic repair
sealers were launched with the promise of presenting biological properties
superior to conventional sealers: Bio-C® Repair and PBS HP®. The aim of this
study was to evaluate the biocompatibility and bioactivity of Bio-C® Repair (Bio-
C), PBS HP® (PBS-HP), Biodentine ™ (Biodentine), MTA Repair-HP (MTA-HP),
ProRoot cements ® MTA (ProRoot) and NeoMTA Plus® (NeoMTA-P) in culture
of Saos-2 human osteoblastic cells (ATCC® HTB-85). Methods: Cement pellets
were prepared in sterile conditions and incubated for 24 hours at 370C, 95%
humidity and 5% CO2. After setting, the samples were placed in transwells for
cell exposure. Unexposed cells constituted the positive control group (CT) and
exposed to zinc oxide and eugenol cement, the negative control (ZOE).
Biocompatibility was evaluated by the MTT assay, cell proliferation by the Wound
Healing assay, bioactivity by the enzymatic assay of alkaline phosphatase (ALP)
and real-time PCR (qPCR) of the ostogenesis marker genes: Alkaline
Phosphatase (ALPL), Osteocalcin (BGLAP) and Bone Sialoprotein (BSP).
Statistics: ANOVA and Bonferroni post-test, p <0.05 (n = 9/ group). Results: The
cells exposed for 24h to Bio-C (100.66%), PBS-HP (95.3%) and Biodentine
(101.78%) showed a viability rate similar to CT (100.23%). Interestingly, the
average migration speed of the Bio-C group showed a similar pattern to the
NeoMTA-P, lower than the other groups in 24h and 48h (below S5um / h), but
significantly exceeded all in 72h of exposure (approximately 24um/h). Although
only CT showed complete wound closure in 96 hours, microscopic images of the
adjacent area demonstrated morphological characteristics of normality and
confluence of cells exposed to bioceramics. Possibly, the bioactivity of sealers
favored the induction of gene expression and synthesis of bone matrix proteins,
to the detriment of cell proliferation. BGLAP expression was significantly higher
in the Bio-C, MTA-HP (fold = 4-5) and ProRoot (fold = 2) groups. The BSP gene
had greater expression in the Bio-C, NeoMTA-P and ProRoot groups. Only

Biodentine group showed overexpression of ALPL when compared to CT.
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Although the other groups showed inhibition of ALPL gene expression, all
showed ideal enzyme activity, especially NeoMTA-P (1277.64U/L). Conclusion:
The new Bio-C bioceramic repair sealer showed excellent biocompatibility and
bioactive potential. While PBS-HP did not demonstrate superiority over the other

materials in this study.

Keywords: biocompatibility, regenerative endodontics, calcium silicate,

retrograde filling
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2.1- INTRODUGCAO

O tratamento endoddntico de perfuracdes radiculares, reabsorc¢ao interna ou
externa, exposigao pulpar, dentes com apice incompletamente formados e
lesbes de furca, representam até os dias atuais um desafio para os
endodontistas. Para equacionar o prognostico duvidoso e aumentar os indices
de sucesso, novas terapias e materiais endoddnticos vém sendo desenvolvidos.
As pesquisas tém se concentrado ao longo dos anos na evolugdo de materiais
reparadores cada vez mais biocompativeis e bioativos, em especial no
desenvolvimento de cimentos ceramicos.

Os primeiros materiais utilizados nesses tratamentos foram amalgama,
resinas compostas, cimentos a base de 6xido de zinco e cimentos de iondmero
de vidro. Entretanto, todos apresentavam alguma citotoxicidade ou outra
desvantagem que culminaram na sua substituicdo pelo Agregado de Tridxido
Mineral (MTA) na década de 1990 [1]. O MTA pode ser considerado um
bioceramico composto por silicato de calcio (CaSiO), 6xido de bismuto (BiO),
carbonato de calcio (CaCO), sulfato de calcio (CaSO) e aluminato de calcio
(CaAlO). Apds hidratagéo, o material se solidifica em cristais contidos em uma
matriz amorfa. Esses cristais sdo compostos por oxido de calcio, e a regiao
amorfa é composta de 33% de calcio, 49% de fosfato, 2% de carbono, 3% de
cloreto e 6% de silica [2]. O MTA foi intensamente estudado desde o seu
surgimento e provou preencher os requisitos fundamentais de um cimento
reparador, principalmente quanto a sua presa na presenca de humidade. Os
bons resultados apresentados em ensaios clinicos fizeram do MTA o material de
escolha em cirurgias apicais e tratamento de perfura¢des radiculares [3]. No
entanto, o MTA ainda apresentava algumas desvantagens, principalmente
quanto a dificuldade de manipulagdo, manchamento da estrutura dentaria e
tempo de presa [4], o que estimulou o desenvolvimento de materiais a base de
MTA com propriedades bioldgicas e fisico-quimicas cada vez melhores ao longo

dos anos.
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A busca incessante por melhorar ainda mais as propriedades dos materiais
a base de MTA, culminou no desenvolvimento de uma série de novos cimentos
e a consolidagéo da classe de cimentos endodénticos bioceramicos [5]. De uma
maneira geral os novos bioceramicos, que assim como o MTA iniciam sua presa
na presenca de humidade, sdo compostos por silicatos tricalcicos e dicalcicos,
fosfatos de calcio, hidroxido de calcio e agente radiopacificador [6]. Importante
ressaltar que o termo bioceramico faz referéncia a um material ceramico de uso
bioldgico, que pode ser bioinerte ou bioativo [7]. Os relatos da literatura indicam
que bioceramicos sao utilizados em medicina desde a década de 1970 no reparo
de estruturas esqueléticas em ortopedia e materiais restauradores de estruturas
dentarias na Odontologia [8]. Exemplos de biocerdmicos mais utilizados em
medicina e odontologia podem ser cristais puros, alumina ou hidroxiapatita (HA),
ceramicas de vidro, cimentos de ionémero de vidro, fosfatos e silicatos de calcio
[8].

Alguns cimentos bioceramicos, como por exemplo o Biodentine™, indicados
para a terapia endoddntica, parecem ter comportamento semelhante aos ja
consagrados cimentos a base de MTA [9]. Recentemente, o bioceramico Bio-C®
Repair (baseado em silicato de calcio) com sua formulagao “pronta para uso” foi
disponibilizado no mercado para tratamentos reparadores ou indutores. Esse
material promete manter ou superar as propriedades biolégicas, com maior
facilidade de manipulagao, limitagdo ja conhecida dos cimentos convencionais a
base de MTA [10]. Outro cimento recentemente proposto é o PBS HP®, a base
de silicato dicalcico e 6xidos minerais que tem pozolona na sua composi¢ao.
Este ultimo apresentou bons resultados quando utilizado em caso clinico de
implante dentario como material de enxerto para manuteng¢ao da arquitetura do
alvéolo [11]. Os fabricantes clamam que esses cimentos tém propriedades como
bioatividade e biocompatibilidade superiores para sua utilizacdo em casos
endoddnticos complexos [11]. Entretanto, como esses cimentos sdo propostas
novas, a literatura cientifica quanto a estudos avaliando suas propriedades
bioldgicas e fisico-quimicas ainda é escassa.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente a
biocompatibilidade e bioatividade dos cimentos endoddnticos reparadores
bioceramicos Bio-C® Repair, PBS HP®, Biodentine™, ProRoot® MTA, NeoMTA

Plus® e MTA Repair-HP em cultura de células do tipo osteoblastos humanos
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(Saos-2). A investigagdo do potencial biocompativel e bioativo dos cimentos
reparadores é de fundamental importancia para que se tenha maior
previsibilidade de sucesso na terapia endoddntica. Adicionalmente, as células
do tipo Saos-2 sdo consideradas modelo de expressdo de marcadores de

osteogénese [12].

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1- Cultura de células Saos-2

As células do tipo osteoblastos humanos Saos-2 (ATCC® HTB-8%5)
adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) foram cultivadas
como uma cultura em monocamada em frascos T-75 (Corning, Union City, CA,
EUA) contendo meio Dulbecco Eagle Modificado (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (100Ul/mL), e estreptomicina
(100pg/mL), até confluéncia. Essas células foram cultivadas duas vezes por
semana a 37°C, umidade de 95%, CO2 a 5% (todos suplementos de cultura,
Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA). As células aderidas foram destacadas com
tripsina/EDTA (0.25%) a 37°C durante 2 minutos. O meio de cultura foi renovado
a cada 2 dias (DMEM, 10% de SFB e 100IU/mL penicilina, 100ug/ml de

estreptomicina). As células coletadas foram dispostas em placas de 24 pogos

(Corning, Union City, CA, EUA) a uma densidade de 2x104 por poco,
determinada em hemocitdbmetro. Em seguida, as células foram incubadas nas
mesmas condi¢cdes descritas acima durante 24 horas, para se obter a formacao
da monocamada antes da exposi¢cao aos cimentos. As células ndo expostas as

amostras de cimentos formaram o grupo controle positivo (CT).
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2.2.2- Preparo dos cimentos endodénticos

Os cimentos Bio-C® Repair (Bio-C), Biodentine™ (Biodentine), PBS HP®
(PBS-HP), MTA Repair-HP (MTA-HP), ProRoot® MTA (ProRoot), NeoMTA
Plus® (NeoMTA-P) (Tabela 1) e EndoFill (ZOE, Dentsply, Pirassununga, Sao
Paulo, Brasil) foram preparados conforme as recomendagdes dos fabricantes e
em condicdes estéreis. O cimento ZOE foi incluido no estudo para compor o
grupo controle negativo de viabilidade celular. Os cimentos foram dispostos em
moldes de polipropileno (3x5mm) e incubados por 24 horas a 37°C, 95% de
umidade e 5% COg2 para tomar presa. Apos esse tempo, foram removidos dos
moldes e acondicionados em dispositivos do tipo transwells com membranas
permeaveis de 0.4um (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) para exposi¢cao
das células osteoblasticas Saos-2 (ATCC® HTB-85) de acordo com o protocolo

de cada experimento.

Tabela 1: Cimentos endoddnticos, composigao e presa inicial

Nome Comercial Apresentagao Presa Composi¢ao Fabricante
inicial
(min)

ProRoot® MTA Po-liquido 165 Pé: 6xido de bismuto, silicato tricalcico, silicato  Dentsply Sirona

dicalcico, dialuminato de calcio e sulfato de
calcio. Liquido: Agua destilada estéril [13]

Tulsa, OK, USA

Bio-C® Repair “Pronto para uso” 40 Silicatos de calcio, aluminato de célcio, 6xidode  Angelus
calcio, 6xido de zirconio, oOxido de ferro, Londrina, PR,
dioxido de silicio e agente de dispersdo® Brasil
P6: Oxido de calcio, carbonato de calcio, 6xido  CIMMO MIJS

PBS HP® Po-liquido 5 de magnésio, silicato dicalcico, oOxido de  Ltda.

aluminio, 6xido de sodio, o6xido de potassio e  Pouso Alegre-
pozolana (alto nivel de o¢xido de silica e MG Brasil
aluminio altamente reativo com hidroxido de
célcio). Liquido: Agua destilada* [14]

Biodentine™ Po-liquido 12 Pé: Silicato tricélcico, 6xido de zirconia, 6xido  Septodont
de calcio, carbonato de calcio, pigmento  Saint-Maur-des-
amarelo e vermelho, 6xido de ferro marron. Fossés, Franca
Liquido: cloreto de calcio dihidratado, agua
purificada*

NeoMTA Plus® Po-gel <60 Po: Silicato tricalcico, Silicato dicalcico, 6xido  Avalon Biomed
tantalo, aluminato tricélcico, sulfato de calcio e ~ Houston, TX,
gesso. Liquido: Gel a base de 4gua e agentes USA
espessantes e polimeros soliveis em dgua*

MTA Repair-HP Po-liquido 15 P6: Silicato tricalcico, silicato dicalcico,  Angelus

aluminato tricalcico, 6xido de calcio, tungstato
de célcio. Liquido: Agua e Plastificante*

Londrina, PR,
Brasil

* Informacdes do fabricante
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2.2.3- Viabilidade Celular

A proliferagéo celular foi determinada pelo ensaio MTT (Sigma Chemicals, St
Louis, MO, EUA) que é um teste colorimétrico. Neste ensaio as desidrogenases
mitocondriais das células viaveis, transformam o MTT, um composto de cor
amarela, em cristais de formazan que tem coloracdo roxa. A formacédo desse
composto, determina o estado funcional da cadeia respiratéria celular. A
absorbancia observada € proporcional a quantidade de células metabolicamente
viaveis. As amostras dos cimentos, apds o tempo de presa, foram transferidas
para os transwells e utilizadas para exposicédo das células Saos-2 em placas de
24 pocos. Depois de 24h de exposigao aos cimentos, as amostras de cimentos
foram removidas e o meio de cultura substituido por DMEM sem SFB contendo
0.55mg/mL de MTT. As placas foram novamente colocadas na incubadora por 4
horas nas mesmas condi¢cdes descritas acima. Apos esse periodo, cada poco foi
lavado com 1ml de tampéo fosfato (PBS 1X) e 500uL de alcool isopropilico
acidificado (alcool isopropilico, HCI 0.04N). Aliquotas de 100uL da solug¢éo obtida
de cada amostra foram transferidas para uma placa de 96 pogos (Corning) e a
densidade optica (OD=590nm) foi mensurada com leitora de microplaca
(SpectraMax M3, Molecular Devices, San Jose, Califérnia, USA). Os
experimentos foram repetidos trés vezes de forma independente (n=9/grupo). A
viabilidade celular foi calculada da seguinte maneira: OD da amostra x 100/0OD
do controle [15]. As taxas de viabilidade celular foram consideradas alta de 100-
80%, moderada de 79-60%, e baixa de 59-0%.

2.2.4- Wound Healing Assay

A proliferacao celular foi avaliada por meio do ensaio de Wound Healing.
Ao longo do fundo de cada pogo, em placas de 24 pogos e com as células Saos-
2 cerca de 95% confluentes, procedeu-se a realizagdo de uma ferida na largura
de 500um. Para esse fim, foram utilizadas ponteiras estéreis do tipo P-10. Em

seguida, os transwells com as amostras de cimentos foram posicionados nas
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placas e as células incubadas nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente
nos diferentes periodos de tempos a partir de Oh (tempo inicial): 24h, 48h, 72h e
96h de exposicdo. Em cada tempo do estudo, 30 campos da ferida foram
fotografados por grupo (n=30/grupo) utilizando o microscopio invertido Nikon
Eclipse TS 100 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA). As imagens
microscopicas foram digitalizadas e processadas utilizando o Software ImageJ
1.52K (National Institutes of Health, NIH, Bethesda, Maryland, USA). As
velocidades médias de fechamento do espago em cada periodo de tempo do

estudo foram calculadas como descrito por Jonkman J et al. (2014) [16].

2.2.5- Expressao Génica por qPCR (real time PCR)

Apos 96 horas do ensaio de Wound Healing, as células expostas as amostras
de cimentos reparadores foram coletadas em reagente Trizol (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e as amostras de RNA total extraidas
de acordo com as instrugdes do fabricante. A partir de cada amostra, 2ug de
RNA foram submetidos a transcrigdo reversa em cDNA utilizando o Kit
QuantiTect (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os cDNAs obtidos foram utilizados
como molde para as rea¢des de PCR em tempo real (QPCR), a fim de avaliar a
expressao diferencial dos marcadores de sintese de matriz mineralizada: Sialo-
Proteina Ossea (gene BNSP), Fosfatase Alcalina (gene ALPL) e Osteocalcina
(gene BGLAP). O gene de referéncia, como controle enddgeno, foi o da enzima
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (gene GAPDH). As reagdes foram
realizadas no sistema de modulo otico Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden,
Alemanha) com um volume de reacgao final de 20uL por tubo Eppendorf de
200uL. Cada amostra de reagao incluiu Sybr-Green PCR Master Mix 1X (Bio-
Rad, Hercules, Califérnia, EUA), 100ng de cDNA e 0.25uM de primers direto e
reverso (Exxtend, Paulinia, SP, Brasil). Para o gene alvo BNSP (L24757.1) o
primer direto foi 5° TGCATCGAAGAGTCAAAATAGAGG 3’ e o primer reverso foi
5 GAGGATAAAAGTAGGCATGCTTG 3. Para o gene alvo BGLAP
(NM_199173) o primer direto foi 5 CAGCGAGGTAGTGAAGAGAC 3’e o primer
reverso foi 8 TGCTTGGACACAAAGGCTG 3'. Para o gene alvo ALPL
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(NM_000478.4) o primer direto 5 AAGCACTCCCACTTCATCTG 3’ e o primer
reverso 5 TTGTTCCTGTTCAGCTCGTAC 3. Para o gene GAPDH
(NG_007073), o primer direto foi 5' TGAAGGTCGGAGTCAACG 3' e o reverso
5 TGGGTGGAATCATATTGGAAC 3'. As condicbes otimizadas de ciclos
térmicos foram: Hot start de 95°C durante 5min; seguido por 40 ciclos de
desnaturacado das fitas de DNA a 95°C durante 5s, 60°C durante 15s para
anelamento dos primers, sintese e leitura da fluorescéncia; e ciclos finais para a
curva de melting segundo default do equipamento. Triplicatas idénticas foram
preparadas para cada reacdo e o experimento repetido 3 vezes de forma
independente (n=9/grupo). Para comparar os niveis de expressao génica, foi

empregado o método AACt (fold de expressdo=2-(AACt + desvpad))

2.2.6- Atividade de Fosfatase Alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada usando um kit
comercial de teste colorimétrico (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Apos 5 dias
de exposigao, as celulas do tipo Saos-2 foram lavadas com tampao fosfato (PBS
1X) e imersas em 500uL de lauril sulfato de sodio (1mg/mL; SLS, Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, EUA) durante 30min a temperatura ambiente.
Amostras de 50uL de cada grupo foram coletadas e adicionadas aos
componentes do kit, de acordo com as instrugcdes do fabricante. A absorbéancia
foi medida no comprimento de onda de 570nm (OD=570nm), utilizando o leitor
de microplacas (SpectraMax M3, Molecular Devices, San Jose, California, EUA)
e a atividade de ALP calculada como pmol de timolftaleina/min/L. Foram
realizadas triplicatas para cada grupo e o experimento foi repetido 3 vezes de
forma independente (n=12/grupo). Os resultados foram expressos como a
atividade de ALP normalizada pela média de densidade Optica relativa a
quantidade de células viaveis (OD do MTT) [15].
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Real time PCR Atividade de Fosfatase Alcalina

2.2.7- Analise estatistica

Os dados obtidos foram exportados para planilhas Excel (Microsoft Office 365,
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) e submetidos a analises estatisticas
ANOVA one-way para os dados de MTT, ALP e gPCR. Para os dados do Wound
Healing, foi realizada analise estatistica ANOVA two-way, onde a variavel de
resposta foi a velocidade e os dois fatores foram tempo e grupo de material. As
diferengas entre os grupos foram estabelecidas por post-test Bonferroni e
consideradas significativas para p<0.05. O programa estatistico utilizado foi o
Stata/IC 15.1 (StataCorp, College Station, TX, EUA).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Viabilidade Celular

O ensaio MTT demonstrou que a maioria dos grupos celulares expostos
aos diferentes cimentos reparadores bioceradmicos avaliados apresentou alta

taxa viabilidade celular em relagdo ao grupo controle apos 24h de exposigao,
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com excegao dos grupos NeoMTA-P que apresentou taxa de viabilidade celular
moderada e ZOE com baixa taxa de viabilidade celular (Figura 1). As células dos
grupos Bio-C, PBS-HP e Biodentine apresentaram altas taxas de viabilidade
celular e estatisticamente semelhantes ao grupo CT de 100.65%, 95.3%,
101.78% e 100.23%, respectivamente. As células expostas ao NeoMTA-P
apresentaram taxa de viabilidade celular moderada (75.10%) e as células
expostas ao grupo ZOE baixa taxa de viabilidade celular (25.97%, controle
negativo). A diferenga das médias destes dois grupos foi estatisticamente
significativa em relagdo aos demais grupos. A diferenca estatistica também foi
significativa para o grupo MTA-HP (90.36%) em relagdo aos grupos CT,

Biodentine e Bio-C.
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Figura 1: Grafico de viabilidade celular. CT, grupo controle de células ndo expostas e,
respectivamente, os cimentos reparadores NeoMTA Plus, MTA Repair-HP, PBS-HP, ProRoot
MTA, Biodentine, Bio-C Repair, Cimento de 6xido de zinco e eugenol (controle negativo). Letras
diferentes representam diferenga estatistica entre grupos (One-way ANOVA, Bonferroni,
p<0.05).

2.3.2. Proliferagao Celular

Os grupos de células expostas aos cimentos bioceradmicos
apresentaram taxa de migragao celular (um/h) significativamente menor do que
a do grupo controle em todos os periodos de tempo avaliados (Figura 2A e B).
Nas amostras expostas ao Bio-C e NeoMTA-P ndo houve diferenca estatistica
entre a area da ferida no tempo O e a area coberta por células nos tempos de
24h e 48h, inferior a 5% (Figura 2A). No tempo de 96h, o grupo Biodentine foi o
gue apresentou maior area da ferida coberta por células quando comparado aos
demais grupos de bioceramicos e o Bio-C a menor area (Figura 2A). A taxa de
migracgao celular (velocidade) foi menor para todos os grupos no tempo de 24h
em comparagao ao grupo controle. Os grupos Bio-C e NeoMTA-P apresentaram
uma taxa de migragao significativamente lenta (inferior a 3 ym/h) nos tempos de
24h e 48h. Entretanto, houve aumento significativo da velocidade de migracéo
das células expostas a estes cimentos em 72h (acima de 20um/h), duas vezes
a do grupo controle (Figura 2B). As células expostas ao cimento PBS-HP e
Biodentine apresentaram taxa de migracgao celular significativamente mais alta
que os demais grupos de cimentos no tempo de 24h, mas inferior do grupo
controle. Apenas no tempo de 96h a velocidade de proliferagdo das células
expostas aos cimentos PBS-HP, Biodentine, Bio-C e ProRoot foi superior a do
grupo controle, de 10 a 12um/h. Analise estatistica two-way ANOVA demonstrou
interagdo significativa para os fatores tempo de exposigao e tipo de material. As
analises microscépicas mostraram que o fechamento da ferida progrediu em

todos pogos, mas o grupo controle foi o unico que demonstrou fechamento
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completo no tempo de 96h. Entretanto, de forma interessante a confluéncia e
aspecto morfolégico de normalidade das células puderam ser observados na
area externa que delimita o wound em todas as amostras dos grupos de
cimentos bioceramicos e diferente do controle negativo ZOE, onde foi observado

morte celular e, consequentemente, aparecimento de espacgos vazios (Figura 3).
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Figura 2A e B, respectivamente: Graficos de area do wound coberta por células e
velocidade de proliferagao celular. Os resultados demonstram uma pausa de
proliferagdo significativa nas primeiras 48h das Saos-2 expostas aos cimentos Bio-C e
NeoMTA Plus e maior fechamento de area nas células expostas ao Biodentine. Apenas o
grupo CT apresentou fechamento completo da area de wound apés 96h de exposi¢ado. CT,
grupo controle de células ndo expostas e, respectivamente, células expostas aos cimentos
reparadores NeoMTA Plus, MTA Repair-HP, PBS-HP, ProRoot MTA, Biodentine, Bio-C
Repair, Cimento de 6xido de zinco e eugenol (controle negativo). Letras diferentes
representam diferenga estatistica entre os grupos e os tempos de exposigdo (Two-way
ANOVA, Bonferroni, p<0.05).

48



Tempo
(hora)

CcT

NeoMTA-P

MTA-HP

PBS-HP

ProRoot

Biodentine

Bio-C

Figura 3: Wound Healing Assay. Imagens microscopicas demonstrando o
fechamento da ferida nos tempos Oh, 24h, 48h, 72h até 96h (tempo decorrido para
o fechamento total da ferida do grupo controle). Objetiva de 10x, barras = 100 pm.
CT, grupo controle de células ndo expostas e, respectivamente, células expostas
aos cimentos reparadores NeoMTA Plus, MTA Repair-HP, PBS-HP, ProRoot MTA,
Biodentine, Bio-C Repair, Cimento de éxido de zinco e eugenol (controle negativo).
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2.3.3. Expressao Génica

Apds 96 horas de exposicdo, o fold de expressdao do gene BGLAP foi
significativamente mais alto nos grupos Bio-C, MTA-HP e ProRoot, com um fold
de expressao de 4-5 vezes o do grupo controle para o MTA-HP e o Bio-C (Figura
4). O grupo de células expostas ao cimento ProRoot apresentou um fold de
aproximadamente 2 vezes o do grupo controle. Os demais grupos foram
semelhantes ao CT. O grupo de células expostas ao ZOE apresentou inibicdo
significativa da expressao de todos os genes avaliados. Em relagdo ao gene
ALPL, apenas o grupo exposto ao Biodentine apresentou expresséo relativa
superior ao CT (fold de aproximadamente 1.4). Os grupos Bio-C, MTA-HP e
ProRoot apresentaram inibicdo da expressdo do gene ALPL e sem diferenca
estatistica entre eles. A expressado do gene BSP foi significativamente maior nos
grupos Bio-C, NeoMTA-P e ProRoot, quando comparados aos demais grupos.
O grupo ProRoot apresentou o fold de expressao relativa de BSP mais alto,

aproximadamente 3 vezes maior que o grupo controle (Figura 4).
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Figura 4: Graficos do fold de expressao dos genes BGLAP, ALPL e BSP. BGLAP ¢é o gene
da osteocalcina, ALPL é gene da fosfatase alcalina e BSP € o gene da sialoproteina 6ssea. CT,
grupo controle de células ndo expostas e, respectivamente, os cimentos reparadores NeoMTA
Plus, MTA Repair-HP, PBS-HP, ProRoot MTA, Biodentine, Bio-C Repair, Cimento de éxido de
zinco e eugenol (controle negativo). Letras diferentes representam diferenga estatistica entre
grupos (One-way ANOVA, Bonferroni, p<0.05).
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2.3.4. Atividade Fosfatase Alcalina

O grupo controle apresentou atividade de fosfatase alcalina equivalente
a 1046U/L. As células do tipo Saos-2 expostas ao cimento NeoMTA-P (1277U/L)
apresentaram atividade da ALP significativamente maior quando comparadas ao
grupo controle (1046U/L) e demais grupos (Figura 5). Os grupos ProRoot
(1119U/L) e MTA-HP (1114U/L) também tiveram niveis significativamente
aumentados de atividade da ALP comparada aos outros grupos. Ndo houve
diferencga estatistica na atividade de fosfatase alcalina para os grupos PBS-HP
(1069U/L), BIO-C (934U/L), Biodentine (1009U/L) e CT (1047U/L) (tabela 2).
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Figura 5: Grafico de atividade da fosfatase alcalina. CT, grupo controle de células néo
expostas e atividade da fosfatase alcalina nos grupos NeoMTA Plus, MTA Repair-HP, PBS-HP,
ProRoot MTA, Biodentine, Bio-C Repair, Cimento de 6xido de zinco e eugenol (controle
negativo). Letras diferentes representam diferencga estatistica entre grupos (One-way ANOVA,
Bonferroni, p<0.05).
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Tabela 2: Média da atividade de fosfatase alcalina.

Diferenca
Gruno Atividade média ALP Desvio estatistica
P (umol de timolftaleina/min/L/OD)  padrdo  entre 0s grupos

(p<0.05)*
CT 1050.5 +47.2 A
NeoMTA Plus 1321.8 +60.5 B
MTA-HP 1157.3 +70.4 C

PBS-HP 1084.8 +71.3 A,C

ProRoot 1126.5 +64.4 C
Biodentine 1018.6 +69.4 A
Bio-C 959.8 +165.8 A
ZOE 113 +6 D

*Letras diferentes representam diferenca estatistica entre grupos (One-way ANOVA, Bonferroni, p<0.05).

2.4. DISCUSSAO

A biocompatibilidade e o potencial bioativo dos cimentos influenciam
diretamente o reparo das estruturas dentarias acometidas pelas diversas
doencas endoddnticas. Essas caracteristicas direcionam a escolha do material
a ser utilizado em tratamentos como cirurgias apicais, reabsorgbes ou
perfuracdes radiculares, por exemplo. Os novos cimentos Bio-C Repair e PBS-
HP, avaliados neste estudo apresentaram propriedades biolégicas semelhantes
ou até superiores as dos cimentos a base de MTA em determinadas analises.

As células do tipo osteoblastos humanos expostas aos novos cimentos
Bio-C Repair e PBS-HP apresentaram alta taxa de viabilidade celular (100.65%
e 95.3%, respectivamente), comprovando a biocompatibilidade destes em

relacao as células 6sseas. Esse resultado, provavelmente se deve a capacidade
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deste material de manter o pH basico no meio circundante e liberar ions calcio,
que sao favoraveis a proliferacdo de células osteoblasticas [17,18]. Em um
estudo diferente, com células de ligamento periodontal, o cimento Bio-C Repair
apresentou resultados de biocompatibilidade [19]. Nao foram encontrados outros
estudos semelhantes a este com o cimento PBS-HP. Os demais cimentos
avaliados, como o ProRoot MTA e o Biodentine, também apresentaram
resultados de biocompatibilidade. Entretanto, quando avaliados em células da
papila dentaria humana expostas a eluidos, os cimentos ProRoot MTA e
Biodentine apresentaram, respectivamente, biocompatibilidade e citotoxicidade
de forma dose e tempo-dependente [20]. O cimento Biodentine tem apresentado
resultados de biocompatibilidade semelhantes em estudos in vitro com outras
linhagens de células osteoblasticas [21]. Porém, este cimento parece ter alguma
citotoxicidade em células da papila dentaria e células pulpares [22]. Esta
divergéncia de resultados em diferentes linhagens celulares, aponta para a
importancia de estudos como este e de considerar o tecido que sera exposto a
determinado material endodéntico quando do seu uso clinico. Além do tipo
celular que estara exposto ao cimento endoddntico, a biocompatibilidade do
material pode ser influenciada pelo tempo de presa, contato direto e eluidos
contendo elementos téxicos da sua composicao [23].

Os resultados do experimento Wound Healing corroboraram e
ofereceram mais informagdes quanto a viabilidade e capacidade de migracéo
das células expostas aos cimentos bioceramicos. Interessantemente, as células
expostas aos cimentos Bio-C e NeoMTA-P tiveram um comportamento similar,
a taxa de migragédo celular foi significativa apenas em 72h de exposicéo.
Adicionalmente, em 96h de exposi¢ao aos cimentos Bio-C, PBS-HP, ProRoot,
NeoMTA-P e Biodentine as células apresentaram velocidade de migracao
semelhante, mas nenhum dos grupos de cimentos fechou por completo a area
de wound como o grupo controle. Resultado semelhante foi encontrado por
Tomas-Catala et al. (2017) [24] que avaliaram a proliferacao de células pulpares
humanas quando expostas a eluidos dos cimentos MTA-HP, NeoMTA Plus e
Biodentine. As amostras de células expostas ao MTA-HP e o NeoMTA-P
apresentaram maiores areas de espacgos abertos em 48h, enquanto o grupo
Biodentine, em todas as diluigbes testadas, apresentou maior taxa de migragao

celular [24]. Uma hipotese para explicar o comportamento diferente das células
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osteoblasticas expostas aos bioceramicos, pode ser o efeito bioativo destes
materiais, em especial, ativagdo de vias de sinalizagdo de Ca*2. Um estudo
demonstrou que na presencga de altos niveis de particulas de fosfato de calcio
houve inibigcdo da proliferacdo celular mesmo sem qualquer efeito citotéxico em
células osteoblasticas Saos-2 [25]. O aumento da concentragao intracelular de
Ca*? pode desencadear alteragbes nos niveis intracelulares de cAMP, da
atividade da proteina quinase C e de desidrogenases mitocondriais, modificacéo
do pH intracelular, ativar expressdo génica entre outros [25]. Resultado
semelhante foi obtido nesse estudo, apesar da proliferacao celular ter sido mais
baixa nos grupos de cimento, as células na regido adjacente do Wound Healing
estavam aderidas e com caracteristicas morfolégicas de normalidade [25,26].
Nossa hipdtese é de que a alta concentracio de ions provenientes dos materiais
bioceramicos estimulou a diferenciagdo celular, que em geral se desenvolve
inversamente proporcional a proliferagao.

O comportamento de osteoblastos € modulado por receptores
extracelulares sensiveis a calcio (CaSR). Foi demonstrado que os CaSR sao os
maiores mediadores de sinalizag&o celular em reagdes bioldgicas induzidas pelo
MTA [27]. O estudo realizado em células da polpa dentaria humana (hDPC)
demonstrou que o efeito do MTA causa uma modulag¢ao dual por meio dos CaSR
envolvendo Ca*? e pH [27]. Em especial, a cascata de ativagcdo “MTA-CaSR-via
da fosfolipase C” demonstrou um importante papel na diferenciagdo osteogénica
destas células regulando a transcri¢do génica [27]. Os niveis de expressao de
Osteocalcina, Osteopontina, Sialoproteina Dentinaria e outros marcadores de
mineralizagdo aumentaram significativamente apds exposicdo das hDPCs ao
MTA [27]. Outro estudo demonstrou que o ProRoot MTA foi capaz de induzir a
osteoblastogénese em células MC3T3-E1 através da indugdo do fator 6 de
transcrigdo (Atf6) e consequentemente aumento da expressao da Osteocalcina
[28]. Os grupos de células osteoblasticas expostas ao MTA-HP, Bio-C e ProRoot,
em nosso estudo, também apresentaram uma maior expressdo do gene da
osteocalcina (BGLAP). A osteocalcina € a proteina ndo colagena mais
abundante e expressa no o0sso. Sua funcdo ainda n&o esta completamente
elucidada, possivelmente essa proteina deve regular a taxa de mineralizacéo,
uma vez que se liga fortemente ao calcio em cristais de hidroxiapatita e forma

um complexo com o colageno através da proteina de matriz osteopontina [29].
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Supersaturacdo do meio extracelular com ions e biomoléculas, como proteinas
da matriz 6ssea, pode atuar como agente controlador do padrdo de formacéo
dos cristais de hidroxiapatita [15,30]. Quanto ao gene da sialoproteina 6ssea
(BSP), os grupos Bio-C, NeoMTA-P e MTA-HP apresentaram os maiores niveis
de expressao. Resultados semelhantes foram apresentados para o cimento
ProRoot MTA, apds exposigao de cementoblastos (OCCM-30) por 5 dias. Nao
foram encontrados outros estudos que avaliassem a expresséo desse gene em
células expostas ao Bio-C Repair ou PBS-HP [26].

A expressdo génica de ALPL, importante marcador da mineralizagéo
0ssea, foi inibida em todos os grupos avaliados, exceto o grupo Biodentine que
apresentou super expressdo do gene. Células embrionarias de camundongo
quando expostas aos cimentos MTA e Bioaggregate apresentaram super
expressdo dos genes ALPL, BSP e BGLAP; enquanto o grupo Biodentine
apresentou inibicdo da expresséo apds 72h. Este resultado foi oposto ao nosso
estudo, possivelmente devido ao menor tempo de exposicao [31]. A expressao
destes marcadores de osteogénese (ALPL, BSP e BGLAP) costuma ser utilizada
para dividir a osteoblastogenese em 3 fases: fase inicial (ALPL), fase
intermediaria (BSP e osteopontina) e fase tardia (BGLAP) [28]. Os materiais
avaliados neste estudo parecem ter induzido as células osteoblasticas em taxas
diversas de diferenciacdo. Células expostas ao Bio-C, MTA-HP, ProRoot e
NeoMTA-P apresentaram maior expressao de BGLAP e/ou BSP em 4 dias de
exposi¢ao, podendo indicar uma fase intermediaria ou tardia de diferenciagao. O
grupo Biodentine por sua vez, apresentou maior expresséo de ALPL em 4 dias,
que pode ser indicativo de uma fase inicial de diferenciacdo. Curiosamente,
esses resultados s&o consistentes com os do ensaio de Wound Healing em que
os cimentos Bio-C, MTA-HP, ProRoot e NeoMTA-P parecem ter induzido mais
rapidamente uma fase de diferenciagdo em detrimento da proliferagdo celular
nas primeiras 48 horas, enquanto o Biodentine apresentou a maior proliferacao
celular comparado aos outros materiais. Por outro lado, a atividade da enzima
fosfatase alcalina nas células osteoblasticas foi alta ou similar ao grupo controle,
apos 5 dias de exposigao. Os grupos de cimentos baseados em MTA, como o
NeoMTA-P, MTA HP Repair e ProRoot MTA, apresentaram atividade de ALP
significativamente mais alta que todos os grupos avaliados. Esse resultado, pode

explicar a inibicdo da expresséo génica de ALPL, como um feedback negativo
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uma vez que producdo da enzima pelas células expostas aos cimentos estava
alta. Essa hipotese é corroborada por outro estudo em que células osteoblaticas
(Saos-2) expostas por 3 dias ao cimento MTA Plus apresentaram inibigdo da
expressao génica de ALPL e aumento da atividade enzimatica [9]. A hipdtese
mais provavel é que a disponibilidade de ions calcio provenientes do material e
o pH alcalino do meio tenham induzido maior atividade enzimatica da ALP [15].

De uma maneira geral, o cimento Bio-C Repair apresentou excelente
biocompatibilidade e potencial bioativo sobre células désseas neste estudo.
Inclusive, determinados resultados foram superiores a outros cimentos
consagrados e bastante semelhante ao do cimento NeoMTA Plus. Por outro
lado, o cimento PBS-HP apresentou, em sua maioria, resultados semelhantes
ao do grupo controle. Apesar da escassa literatura sobre o PBS-HP, a presenca
de pozolana em sua composi¢ao parece conferir a este material um alto nivel de
oxido de silica e aluminio altamente reativo com hidroxido de caélcio, além de
diminuir consideravelmente o tempo de presa [14]. Possivelmente, devido a esta
caracteristica, o PBS-HP ja estava completamente endurecido quando avaliado,
de tal forma que a biodisponibilidade de ions calcio foi menor em suas amostras.
Consequentemente, suas caracteristicas osteoindutoras ndo foram superiores

as dos demais cimentos bioceramicos.

2.5. CONCLUSAO

* A reposta dos tecidos ao cimento reparador utilizado pode determinar o
sucesso da terapia endoddntica e por isso o potencial bioativo € essencial
nesse tipo de material, associado as suas propriedades fisico-quimicas.

+ De uma maneira geral, os cimentos bioceramicos, Bio-C Repair, PBS-HP,
NeoMTA-P, Biodentine, ProRoot e MTA-HP apresentaram potencial
bioativo em células osteoblasticas humanas.

* As células do tipo Saos-2 quando expostas aos cimentos Bio-C Repair,
PBS-HP, NeoMTA-P, Biodentine, ProRoot e MTA-HP tém sua
proliferagdo alterada, porém sua morfologia se mantém com

caracteristicas de normalidade.
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* O Bio-C Repair com sua formulacao “pronta para uso” e facil manipulacao
€ uma alternativa interessante no tratamento de perfuragdes radiculares,

cirurgias apicais e até mesmo tratamentos regenerativos.
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CIMENTO BIOCERéMICO NO TRATAMENTO CONSERVADOR
DE PERFURACAO RADICULAR EM MOLAR INFERIOR.

*Artigo aceito para publicagdo em 13 de novembro de 2019.
Revista Dental Press Endodontics
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RESUMO

INTRODUCAO: A perfuragdo radicular € um acidente técnico-operatério que
resulta em comunicagao da cavidade pulpar com os tecidos periodontais. Esse
tipo de acidente pode apresentar progndstico desfavoravel por afetar
significativamente o soalho da cdmara coronaria ou os tergos cervical, médio e
apical do canal radicular. Entre os fatores que interferem no progndéstico das
perfuracdes radiculares, destacam-se: localizacdo, extensdo, presenga ou
auséncia de bolsa periodontal, tempo decorrido entre a perfuracédo e o
tratamento, e tipo de material obturador. Neste contexto, os cimentos
obturadores de canais denominados Bioceramicos surgiram como uma proposta
inovadora para tratamento de perfuragées antes consideradas de progndstico
desfavoravel. OBJETIVO: Este trabalho teve por objetivo relatar o tratamento de
uma perfuragdo radicular em molar inferior com o cimento bioceramico
EndoSequence BC Sealer, apés 3 anos de proservacdo. RESULTADOS: As
imagens radiograficas e os dados clinicos do paciente evidenciaram o sucesso
no tratamento da perfuragdo, com reparo da les&o periradicular. CONCLUSAO:
O cimento endoddntico bioceramico EndoSequence BC Sealer associado com a
retomada do trajeto original do conduto e sua instrumentacao, favoreceram o
reparo dos tecidos perirradiculares, sugerindo propriedades bioldgicas

promissoras de compatibilidade e bioatividade.

Palavras chaves: Tratamento do Canal Radicular. Cimento de Silicato.

Cimentos Dentarios. Obturagcado do Canal Radicular
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Root perforation is a technical-surgical accident that results
in communication of the pulp cavity with periodontal tissues. This type of accident
may have an unfavorable prognosis because it significantly affects the floor of
the coronary chamber or the cervical, middle and apical thirds of the root canal.
Factors that interfere with the prognosis of root perforations include location,
extension, presence or absence of periodontal pocket, time elapsed between
perforation and treatment, and type of obturator material. In this context,
Bioceramic canal sealers have emerged as an innovative proposal for treatment
of perforations previously considered to have an unfavorable prognosis.
OBJECTIVE: The aim of this study was to report the treatment of a lower molar
root perforation with the EndoSequence BC Sealer bioceramic sealer after 3
years follow up. RESULTS: Radiographic images and patient clinical data
showed success in the treatment of perforation with repair of the periradicular
lesion. CONCLUSION: EndoSequence BC Sealer bioceramic endodontic sealer
associated with the resumption of the original conduit path and its instrumentation
favored the repair of periradicular tissues, suggesting promising biological

properties of compatibility and bioactivity.

HEADINGS: Silicate Cement. Root Canal Filling Materials. Root Canal

Obturation. Dental Cements

65



3.1 INTRODUGCAO

As perfuragcdes radiculares intra-0sseas representam um dos mais
complexos acidentes da endodontia. Normalmente, sdo causadas por
inexperiéncia profissional ou desconhecimento de anatomia dentaria interna e
suas variacoes [1]. A localizacido e possibilidade de acesso a perfuragao esta
diretamente ligada ao prognostico. O tratamento de uma perfuragéo intradssea,
independente do motivo, consiste em localizacdo, descontaminagdo e
preenchimento com material biocompativel, com capacidade de vedamento,
insoluvel e tolerante a umidade. Perfuragdes no terco apical sdo complicadas
pois normalmente estdo além de curvaturas, dificultando aplicagdo de algum
material reparador. Além disso, o trajeto do canal deve ser retomado e o conduto
preparado adequadamente, caso contrario, o progndstico se torna ainda pior [2].

O sucesso do tratamento de uma perfuracdo radicular depende
diretamente das propriedades apresentadas pelo material obturador a ser
utilizado. A endodontia vem evoluindo com o passar dos anos, novos materiais
tém sido desenvolvidos, com propriedades melhoradas principalmente em
relagdo a compatibilidade tecidual. Materiais como amalgama, cimento de
ionbmero de vidro, cimentos a base de resina e cimentos a base de 6xido de
zinco-eugenol deixaram de ser utilizados por serem téxicos, e ndo promoverem
bom selamento na presenga de umidade resultando em infiltragao bacteriana [3].
Inicialmente, na década de 90, o material proposto para tratamento de
perfuragdes radiculares era o MTA (Agregado Triéxido Mineral), que pode ser
considerado o primeiro cimento bioceramico. Ao longo dos anos, o MTA vem
sofrendo modificagdes, principalmente em relacdo ao escoamento, para ser
utilizado como cimento obturador de canais radiculares. Os novos cimentos que
surgiram na endodontia a partir do aprimoramento do MTA, definidos como
material livre de cimento Portland, consolidaram essa nova classe de cimento
endoddntico denominados bioceramicos [4]. O MTA é composto por particulas
hidrofilicas de silicatos de calcio, 6xido de silicato, sulfato de calcio di-hidratado,
aluminoferrato de tetracalcio e pequenas quantidades de 6xidos minerais. Possui
a capacidade de estimular formacdo e reparo do tecido 6sseo e, portanto,
biocompativel com os tecidos perirradiculares [5]. Porém possui algumas

limitagdes, em relacdo a manipulagdo do material, escoamento e manchamento
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da estrutura dentaria causado principalmente pelo radiopacificador 6xido de
bismuto [8]. Outro fator negativo do radiopacificador, éxido de bismuto, é que
sua presengca na composicao do MTA, resulta em uma superficie porosa
deixando o material mais soluvel quando comparado ao cimento Portland puro.
O aprimoramento desse material tem viabilizado seu uso em diversas
modalidades da endodontia, abrangendo casos ainda mais complexos com
prognosticos ainda melhores [9].

Os primeiros relatos sobre bioceramicos na endodontia, citam o
Bioaggregate (Verio Dental) que apresentava a composi¢cédo similar ao MTA,
exceto pela auséncia do radiopacificador 6xido de bismuto, substituido pelo
oxido de tantalo, e presenca de outros componentes como o fosfato de calcio e
oxido de silicio. De fato, os materiais bioceramicos podem ser considerados
como variagbes da composicdo do MTA, que também € um bioceramico,
baseados em silicato de calcio associados a diferentes agentes
radiopacificadores. A terminologia bioceramico, tem gerado alguma divergéncia
guanto a interpretagao; pois nao representa um biomaterial, mas sim um cimento
ceramico biocompativel, com aplicagbes na medicina e odontologia [4,6].

Sua biocompatibilidade se deve a similaridade com o processo biologico
de formacgao de hidroxiapatita e a capacidade de induzir formagao e reparacao
tecidual. A nanotecnologia foi de grande importancia para viabilizar o uso dos
bioceramicos na odontologia. Nanoparticulas biocerdmicas aumentaram a
adaptacao do adesivo a nano-irregularidades, com tempo de presa reduzido,
além de outras propriedades como estabilidade dimensional, insolubilidade ao
fluido tecidual, ligagdo quimica ao tecido dentario, e osteocondutividade. Sua
composic¢ao de silicatos tricalcicos e dicalcicos, fosfatos de calcio, hidréxido de
calcio e 6xido de zircébnio como um radiopacificador podem conferir a esse
material propriedades bioldégicas importantes, como biocompatibilidade e
bioatividade, tornando-o um material extremamente interessante para a
odontologia [6]. Os bioagregados séo produzidos em laboratério, e com produtos
guimicos como matéria-prima e nao minerais naturais [4]. Apresentam o silicato
tricalcico como o componente principal em substituicdo ao cimento Portland
evitando a incorporacado de metais pesados.

A hidratagado do composto bioceramico se mantem semelhante a do MTA,

porém com a substituicdo do radiopacificador 6xido de bismuto, que alterava a
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coloracdo da estrutura dentaria. Alguns aditivos foram incorporados a sua
composi¢cao ocasionando menor radiopacidade, porém com hidratacao
melhorada [4].

O cimento Endodéntico Endosequence® BC Sealer® € um bioceramico
desenvolvido a base de oxido de zirconia, silicato de calcio, fosfato de calcio
monobasico, hidroxido de calcio e agentes espessantes. Possui tempo de presa
inicial de aproximadamente 4 horas na temperatura ambiente e a capacidade de
endurecer apenas quando exposto a umidade [7]. Essas propriedades tornam
esses cimentos extremamente interessantes para tratamento de perfuracdes
radiculares [8]. O tempo de presa desse material reduz com a presenca de
umidade. Essa umidade proveniente dos tubulos dentarios é capaz hidratar o
cimento que inicia o processo de presa, e resulta na formacéo de hidroxiapatita,
promovendo uma ligacéo quimica a dentina [8].

Assim, este trabalho teve por objetivo relatar um caso clinico de
tratamento endoddntico com o cimento bioceramico EndoSequence BC Sealer
em molar inferior apresentando perfuragdo na raiz mesiolingual e seu resultado

apo6s 3 anos de proservagao.

3.2 RELATO DE CASO

Paciente do sexo feminino, 38 anos, foi encaminhada a clinica
odontoldgica, para avaliagcdo e planejamento de tratamento de perfuracéo.
Clinicamente apresentava discreto edema na regido vestibular do dente 36 e
queixa de sensibilidade a percussao. A radiografia periapical evidenciou imagem
radiolucida associada as raizes mesiais e distal. Foi solicitada tomografia
computadorizada cone bean, e observou-se desvio da luz canal e perfuragao
radicular no canal mesiolingual e area hipodensa na regido apical (Figuras 1A e
1B).
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Figura 1 A. Tomografia computadorizada com imagem evidenciando o desvio e perfuragéo.
Figura 1 B. Perfuragdo do canal mésiolingual

Na primeira sessdo, apos anestesia local, foi realizado acesso coronario
com brocas esféricas diamantadas 1012 e 2083 (KG Sorensen, Barueri, SP,
Brasil), isolamento absoluto, irrigagdo com Hipoclorito de Sodio 2.5% (ASFER,
Industria Quimica Ltda. Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil). Limas manuais tipo K-
file #10 (Dentsply Maleifer, Ballaigues-Suica) foram utilizadas na exploragao
inicial dos condutos localizacdo do ponto de desvio da luz do canal e da
perfuragdo da raiz mesiolingual (Figura 2A). Com a lima manual pré curvada,
tocando as paredes do conduto foi possivel retomar o trajeto original, realizar a
odontometria e atingir a paténcia (Figura 2B). Os condutos mesiovestibular e
distal também foram explorados em todo seu comprimento atingindo a paténcia.
Os condutos foram irrigados com solucdo estéril de soro fisiolégico para
neutralizagcdo da solugéo de hipoclorito de so6dio e em seguida a sesséo foi
finalizada com medicagao intracanal com solugcdo aquosa de clorexidina 2%
(Maquira, Maringa, PR, Brasil), visto que os condutos ndo haviam sido
instrumentados completamente, e restauracdo provisoria com cimento de
iondbmero de vidro Vidrion R (SS White, Sdo Paulo, SP, Brasil).
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Micro Imagem

Figura 2 A. Desvio da luz do canal e da perfuragédo da raiz mesiolingual.
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Figura 2 B. Lima manual pré-curvada retomando o trajeto original do canal

Na segunda sessao, com intervalo de 7 dias, o atendimento foi iniciado
com anestesia, isolamento absoluto, abertura coronaria e irrigacéo inicial com

soro fisiologico para remogao completa da medicagao de clorexidina 2% seguida
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de irrigagdo do conduto com Hipoclorito de Sodio 2.5% (ASFER, Industria
Quimica Ltda. Sdo Caetano do Sul, S&o Paulo, Brasil). Para instrumentagao do
canal mesiolingual a lima K #10 foi inserida no conduto 1mm além do forame e,
com auxilio do motor oscilatério, as paredes do conduto foram instrumentadas
até que o trajeto estivesse livre. Em seguida, uma lima tipo K #15 foi inserida
1mm além do forame, para que fosse realizado a passagem através do forame,
acoplada ao motor oscilatério e o conduto instrumentado. Na sequéncia, o
preparo dos canais foi realizado com o sistema manual Prodesign M® (Easy,
Belo Horizonte, MG, Brasil). Com a lima #.25/06 pré curvada realizou-se o pré-
alargamento dos tergos médio e cervical, com movimento rotatorio. Em seguida,
com a lima #.25/01, também pré-curvada, seguiu-se em movimento rotatério por
todo o trajeto do conduto até atingir a paténcia. Posteriormente, com a lima
#.15/05 também em movimento rotatério atingiu-se a paténcia e, em seguida,
finalizou-se o preparo com a lima #.25/06 (Figuras 3A e 3B). Os canais
mesiovestibular e distal seguiram o mesmo protocolo, porém o distal foi ampliado
até a lima #35. Apos a instrumentagéo dos canais e irrigagao, procedeu-se com
inundagao do conduto com EDTA (Biodinamica, Ibiporéa, Parana, Brasil), seguida
de ativagdo com Easy Clean® (Easy, Belo Horizonte, MG, Brasil) e secagem do
canal com cones de papel estéreis. Foi inserida, com auxilio de uma espiral de
lentulo, a medicagao intracanal com hidroxido de calcio PA e soro fisiologico

estéril e o dente foi restaurado provisoriamente com ionémero de vidro.

Figura 3 A. K #10 inserida 1mm além do forame e acoplada ao motor oscilatério. Figura 3 B.
Instrumento #.25/06 sistema prodesign M.
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Na terceira sessdo, com intervalo de 30 dias, o atendimento foi iniciado
com anestesia, isolamento absoluto, abertura coronaria, irrigagdo abundante
com Hipoclorito de Sddio 2.5% para remogao da medicagao intracanal, seguida
de inundacéo final do conduto com EDTA e ativagdo com Easy Clean®. Na
sequéncia, os canais foram secos com cone de papel estéril e obturados com
cone unico de guta percha (ENDOTANARI, Manaus, Amazonas, Brasil) envoltos
pelo cimento endoddntico EndoSequence BC Sealer (Brasseler USA, Dental
Instrumentation, EUA), que além de envolver o cone de guta percha, foi levado
ao interior do conduto com auxilio de espiral de lentulo, com o intuito de garantir
0 escoamento do cimento e selar a perfuracdo. Como o cimento € pronto para
uso, nao foi necessaria manipulacdo prévia e sua aplicagdo seguiu a
recomendacao do fabricante para técnica de obturagdo a frio: cone unico. Foi
realizado o selamento da cavidade com resina Opus Bulk Fill Flow (FGM,
Joinvile, Santa Catarina, Brasil) e a paciente encaminhada para reabilitagao
protética (Figura 4A). A paciente retornou para avaliagéao clinica e radiografica
em 12 e 36 meses (Figuras 4B e 4C). A retomada do caminho original do canal
mesiolingual do dente 36, o preparo quimico-mecanico e a obturagdo com
cimento endodbntico a base de silicato de calcio permitiram o reparo

perirradicular, apos proservagao de 3 anos.

Figura 4 A. Radiografia imediatamente apos a finalizagéo do tratamento. Figura 4 B. Radiografia
12 meses apods a obturagcédo dos condutos.
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Figura 4 C. Radiografia apds 36 meses sugerindo reparo apical

3.3 DISCUSSAO

O tratamento de perfuracdes radiculares € um desafio para o profissional
pois sua abordagem e éxito dependem de varios fatores: localizagéo, facilidade
de acesso, preenchimento e selamento com material biocompativel e
principalmente presenga ou ndo de contaminagcdo. No presente trabalho,
inicialmente foi proposta a cirurgia apical, porém devido a dificuldade de acesso
a regido e prognostico duvidoso, optou-se pela utilizagdo do cimento
bioceramico. A obturagcdo com este material poderia representar uma nova
opgdo com prognostico mais favoravel. Apesar da escassa literatura
apresentada sobre o cimento bioceramico Endosequence BC Sealer, os estudos
in vitro e modelos animais indicavam um interessante potencial bioativo para
induzir reparo de tecidos mineralizados.

Diferentemente deste estudo, em que a perfuragéo radicular ocorreu no
terco apical sem possibilidade de visualizacdo do local com microscopio, o
estudo realizado por Dhingra A, Saurabh, Brullar HK, por exemplo, utilizaram o
EndoSequence Root Repair (Brasseler) para selamento de perfuragdo no
assoalho da camara pulpar. A regido afetada foi selada com o material
bioceramico e apdés 6 meses de acompanhamento foi possivel observar

radiograficamente imagem sugestiva de reparo da regido e o paciente sem
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queixas de qualquer sintoma [14]. A grande maioria dos relatos de tratamentos
nao cirurgicos de perfuragéo radicular sdo em regides acessiveis como assoalho
da camara pulpar e tercos cervical e médio onde é possivel a visualizagdo com
microscopio. Regides apicais normalmente exigem uma intervengéo cirurgica,
diferentemente do caso apresentado nesse estudo, onde foi possivel retomar o
trajeto original do conduto, promovendo sua instrumentagao e descontaminacgéo,
viabilizando sua obturagdo com escoamento do cimento bioceramico para o local
da perfuragao. Propriedades como escoamento, selamento, biocompatibilidade
entre outras, além da instrumentagédo do conduto original, foram essenciais para
0 sucesso do tratamento sem que houvesse necessidade de intervencao
cirargica [15].

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram importantes
propriedades do Endosequence como radiopacidade adequada nas radiografias
e escoamento satisfatério possibilitando o preenchimento da regido perfurada e
sua visualizagdo. Candeiro GT, et.al. [11] realizaram um estudo comparativo e
avaliaram algumas propriedades fisico-quimicas do cimento bioceramico
Endosequence BC Sealer comparadas ao AH Plus (cimento a base de resina).
A radiopacidade do bioceramico foi inferior ao AH Plus, porém ambos dentro dos
limites das normas ISO 6876/2001. Ja a liberagdo de ions calcio foi
significativamente superior em relacédo ao AH Plus e a fluidez de ambos n&o
apresentou diferencas significativas. Tais resultados apontaram o
Endosequence BC Sealer como excelente opg¢ado de cimento obturador. A
capacidade de manter o elevado pH da regido afetada é uma propriedade
conhecida do hidroxido de calcio e do MTA. Essa propriedade relatada nos
estudos in vitro podem explicar diretamente o sucesso no reparo tecidual obtido
neste estudo. O alto pH nos primeiros dias pode explicar também uma acao
antibacteriana favoravel e ambiente propicio a mineralizagdo em nosso caso
clinico. De forma importante, o silicato tricalcico presente nos cimentos
bioceramicos reage na presenca de fluidos fisioldgicos formando hidroxiapatita
em ambiente de pH basico. Essa formacdo se da na superficie da pasta de
silicato tricalcico que é biocompativel e capaz de induzir a diferenciacdo de
células pulpares humanas semelhante ao que ocorre com o hidréxido de calcio.

A substituicdo dos componentes do MTA pelo silicato tricalcico

proporcionou melhora do material em relacdo a suas propriedades fisicas [13].
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Um cimento ideal para selamento de perfuracdes radiculares ndo pode ser
citotéxico, mas sim biocompativel e bioativo, visto que entrara em contato direto
com tecido 6sseo e ligamento periodontal. Os cimentos bioceramicos tem
apresentado bons resultados em relacdo a biocompatibilidade em varios
estudos. Em especial, o Endosequence BC Sealer demonstrou uma
biocompatibilidade superior ao MTA Flllapex quando avaliados em cultura de
fibroblastos de camundongo. O MTA Fillapex exibiu células significativamente
menos viaveis em comparagao com o cimento Endosequence BC Sealer apés 1
e 20 horas de incubacdo. Os autores argumentam que nas primeiras horas os
cimentos sao mais citotoxicos, porém com o passar do tempo a tendéncia é que
passem a ser bem tolerados [18]. Benetti F. et.al.[16] avaliaram a citotoxidade e
biocompatibilidade do cimento bioceramico similar ao Endosequence BC, o
Sealer Plus BC (Mk Life), em comparagéo ao MTA Fillapex (Angelus) e AH Plus
(Dentsply). Observou-se que viabilidade celular estava diretamente ligada a
diluicdo dos extratos e ao tempo de implantacdo das amostras em subcutaneo
de ratos. Aos 30 dias, o Sealer Plus BC foi semelhante ao controle e o MTA
Fillapex e o AH Plus exibiram maior inflamagdo. O Sealer Plus BC foi
considerado pelos autores biocompativel quando comparado ao MTA Fillapex e
AH Plus. Esses resultados in vivo forneceram indicios interessantes para uso
clinico onde em nosso estudo a paciente nio relatou dor pos-operatoria apds a
finalizagdo do tratamento.

O selamento da regido perfurada e a estabilidade dimensional prevenindo
infiltragdo marginal sdo fundamentais para manter o ambiente tratado em
condigbes para o reparo. Estudos como o realizado por Lertmalapong P. et.al.
[17], investigou a infiltracdo bacteriana e adaptagdo de tampdes apicais
realizados com cimentos bioceramicos (ProRootMTA, Biodentine, TotalFill BC
Sealer, TotalFill BC Putty e RetroMTA). Dentes extraidos foram preparados,
simulando apices abertos e em seguida preenchidos com o material obturador
com espessuras de 3mm e 4mm e expostos ao Enterococcus faecalis por 75
dias. Os grupos com os cimentos Biodentine e TotalFill BC RRM e o grupo
ProRootMTA de 4 mm apresentaram a melhor capacidade de vedacao e
adaptagdo marginal dos tampdes apicais. Propriedades antimicrobianas e

biocompatibilidade, além de estabilidade do material endossam a terapia que
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propomos nesse estudo, com proservacédo de 3 anos, com indicios de reparo
apical.

Comparativamente ao MTA reparador, o cimento bioceramico
Endosequence BC Sealer foi de facil manuseio e seu escoamento/fluidez
permitiram o preencher a perfuracdo radicular, com consequente reparo dos
tecidos adjacentes afetados. O reparo dos tecidos perirradiculares, evidente
apos o periodo de 3 anos, reforga as propriedades bioldgicas de compatibilidade
e bioatividade deste cimento relatadas nos estudos in vitro. Tratamentos de
perfuragdo no ter¢co apical, normalmente necessitam de alguma intervengao
cirurgica. Relatos sobre utilizagdo de cimentos endodonticos para
preenchimento/selamento de perfuracdo sao escassos na literatura cientifica e
por isso, esse relato apresenta uma alternativa de tratamento mais conservador
que foi viabilizado considerando as propriedades do cimento utilizado, tais como
radiopacidade, escoamento, selamento, biocompatibilidade e bioatividade.
Adicionalmente, periodos longos de proservacdo dao maior credibilidade ao
tratamento e credenciam o material como alternativa viavel na terapia

endodontica.

3.4 CONCLUSAO

Os bioceramicos ja sdo uma realidade na endodontia. Sua aplicagéo tem sido
estudada e resultados de diversos estudos indicam propriedades promissoras,
gue pode, em breve se tornar o material de escolha para a pratica endodéntica,
principalmente no tratamento complexo de perfuracbes radiculares. Outras
modalidades de tratamento endoddntico também estdo sendo beneficiadas com

esse novo tipo de material, como a endodontia regenerativa e cirurgias apicais.
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79



4.1 DISCUSSAO GERAL

A necessidade de cimentos obturadores e reparadores com propriedades
bioldgicas cada vez melhores motivou um grande numero de pesquisas, que se
intensificaram a partir da década de 90. O Agregado Trioxido Mineral — MTA
utilizado inicialmente apenas como cimento reparador, apresentou resultados
excelentes em diversas pesquisas principalmente quanto a biocompatibilidade e
bioatividade, elevando consideravelmente o indice de sucesso de tratamentos
mais complexos. Cirurgias apicais antes realizadas com amalgama, ionémero de
vidro, Super EBA, entre outros, passaram a ter uma opgao mais biocompativel e
bioativa. Em pouco tempo, os resultados de pesquisas credenciaram MTA como
material de escolha para esse tipo de tratamento.

Diante do sucesso do tratamento em cirurgias apicais e suas excelentes
propriedades bioldgicas, o MTA se tornou importante aliado no tratamento de
acidentes e complicagbes endodbnticas. Entre elas se destacam,
principalmente, as perfura¢des radiculares e os tratamentos regenerativos. Com
o avango tecnolégico, o MTA foi sendo aprimorado, suas particulas se tornaram
cada vez menores e substancias tidas como prejudiciais foram substituidos
tornando-o cada vez mais biocompativel. Sua utilizagdo como cimento obturador
também foi proposta e diversos cimentos com MTA em sua composi¢ao foram
disponibilizados no mercado. Seguindo o caminho do MTA, os cimentos
bioceramicos, utilizados na medicina desde a década de 70, foram sugeridos
para uso em tratamentos endoddénticos. Com a promessa de serem mais
biocompativeis e principalmente bioativos, os cimentos bioceramicos passaram
a ser utilizados com maior frequéncia. Os resultados de estudos in vivo e in vitro
apresentam em sua grande maioria excelente biocompatibilidade e bioatividade,
porém sem as ja conhecidas limitagdes do MTA em relagdo a manipulagédo e
manchamento de estrutura dentaria.

Atualmente os cimentos bioceramicos s&o utilizados em maior escala na
Endodontia tanto como cimento obturador quanto reparador.

Os dados obtidos em estudo apresentado no capitulo 2 desse trabalho

demonstraram que a maioria dos grupos celulares expostos aos diferentes

cimentos reparadores bioceramicos avaliados apresentou alta taxa de
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viabilidade celular em relagdo ao grupo controle, apoés 24h de exposigao, com
excegao dos grupos NeoMTA-P e ZOE. As células expostas ao NeoMTA-P
apresentaram taxa de viabilidade celular moderada e as células expostas ao
grupo ZOE, baixa taxa de viabilidade celular (controle negativo).

Os resultados obtidos com células osteoblasticas humanas do tipo Saos-
2 foram importantes por se tratar de uma linhagem celular semelhante as que
serdo expostos a um determinado material endodéntico. O comportamento dos
cimentos bioceramicos em todos os experimentos comprovaram sua
biocompatibilidade, bioatividade e capacidade de induzir a reparacéo tecidual.
Em geral, todos cimentos avaliados neste estudo parecem ter induzido as células
osteoblasticas em taxas diversas de diferenciacdo. Os resultados obtidos
permitem inferir que, provavelmente, esse processo fisioldgico de adaptagao do
osso mediado por osteoblastos se inicia com estimulos provenientes dos
materiais bioceramicos quando utilizados clinicamente. No entanto, outros
estudos para avaliar também suas propriedades fisico-quimicas devem ser
realizados para que esses materiais sejam aperfeigcoados e disponibilizados em
suas melhores formulagdes.

No capitulo 3 foi apresentado um relato de caso clinico de perfuragéo
radicular no terco apical de molar inferior utilizando um cimento bioceramico
como material obturador. Perfuragdes radiculares séo situagdes que requerem
uma certa habilidade profissional e materiais com caracteristicas especificas
para seu tratamento. O progndstico esta relativamente ligado a sua localizagao
e principalmente ao acesso do local afetado. Portando, o tratamento de
perfuragdes no terco apical em raizes curvas € um verdadeiro desafio para o
clinico e, normalmente, é realizado cirurgicamente. Porém, com base na
literatura relacionada principalmente a aplicacdo clinica in vivo, foi proposto
nesse trabalho o tratamento conservador de perfuracdo radicular. O
EndoSequence BC Sealer foi escolhido como cimento biocerdmico obturador e
o tratamento realizado sem a necessidade de cirurgia apical. A
biocompatibilidade e bioatividade associada a possibilidade de retomar o trajeto
original do canal culminou na proposta mais conservadora de tratamento. A
possibilidade de preencher a perfuracdo com o cimento bioceramico associada
a descontaminacgdo e ao selamento da regido viabilizou o reparo e a retomada

do dente as suas funcgdes. A proservacado do caso foi de 3 anos. O resultado
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desse trabalho oferece ao endodontista uma possibilidade de um tratamento

conservador com um novo cimento proposto no mercado.

4.2 CONCLUSOES

As aplicacdes dos novos cimentos a base de MTA e bioceramicos em
obturacado do sistema de canais radiculares ou no tratamento perfuracbes se
devem principalmente as suas propriedades biolodgicas. A biocompatibilidade e
bioatividade os credenciam como materiais de primeira escolha.
Resumidamente, este trabalho de dissertacédo foi constituido por estudos que
revelam a importancia de materiais biocompativeis e bioativos no tratamento de
casos complexos na endodontia. Destaca a relevancia de estudos que avaliem
as propriedades biolégicas dos materiais endoddnticos em diversos tipos de
células, afinal fornecem dados que podem nortear a indicacéo clinica destes
materiais e possiveis reagdes teciduais aos mesmos. Em Ambos os estudos, in
vivo e in vitro, os resultados obtidos pelos cimentos bioceramicos comprovaram
sua eficiéncia, biocompatibilidade e bioatividade como cimentos reparadores ou

obturadores em Endodontia.
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CAPITULO 5 — Press Release

O tratamento endodéntico popularmente conhecido como tratamento de
canal visa principalmente tratar a dor causada pela polpa dentaria (nervo)
inflamada ou contaminada por agentes externos provenientes da carie ou trauma
da regido. A terapia consiste na substituicdo desse tecido por um material
biocompativel que possibilite o reparo e consequente retorno do dente as suas
funcdes estéticas e mastigatorias. Para que isso seja possivel, os materiais
utilizados devem ser bem tolerados pelo organismo, resistentes e de preferéncia
que estimulem a cicatrizacdo o mais rapido possivel. Diversos materiais vém
sendo propostos ao longo tempo, porém nos ultimos anos com o grande avango
tecnologico na odontologia destacaram-se principalmente o MTA e os novos
cimentos bioceramicos. O presente estudo avaliou em in vitro as propriedades
bioldgicas de dois novos cimentos bioceramicos e de cimentos a base de MTA.
Os resultados apontaram caracteristicas promissoras para sua utilizacdo no
tratamento odontoldgico. Além disso, um caso clinico de perfuragdo radicular foi
relatado com a utilizagdo de um cimento biocerdmico. Apds 3 anos de
proservacao, foi possivel observar o sucesso do tratamento com a remissao da
dor do paciente, reparo do tecido 6sseo adjacente e o retorno da funcéo
mastigatoria. O presente estudo demonstrou in vivo um excelente efeito bioldgico
destes cimentos sobre as células ésseas. Resultado semelhante foi observado
clinicamente no relato de caso, corroborando o potencial bioativo e capacidade
de reparo dos cimentos bioceramicos. Os resultados obtidos neste estudo
devem auxiliar os profissionais na escolha do material a ser utilizado na terapia

endoddntica com base em evidéncias cientificas.
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AVALIACAO DE PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE CIMENTOS
BIOCERAMICOS EM CULTURA DE CELULAS OSTEOBLASTICAS
HUMANAS E UM RELATO DE SUA APLICAGAO CLINICA EM PERFURACAO
RADICULAR.

ANEXOS

*Trabalhos publicados ou submetidos a jornais cientificos
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