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RESUMO

O tratamento endoddntico busca reduzir o numero e viruléncia dos microrganismos
dos canais radiculares e prevenir reinfeccbes, porém devido a complexidade
anatdbmica dos sistemas de canais radiculares, perfuracées ou falha no tratamento
endodéntico podem ocorrer, necessitando, em alguns casos, de intervengdes
cirurgicas. Neste contexto, os cimentos bioceramicos de reparo destacam-se como
alternativas promissoras devido a sua bioatividade e biocompatibilidade, favorecendo
a regeneracgao tecidual e garantindo melhores resultados nos reparos endoddnticos.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do MTA
Repair HP (Angelus) e Bio C Repair (Angelus) e sua toxicidade, efeitos proliferativos,
migratérios e imunomoduladores em culturas primarias de células do ligamento
periodontal humano (hPDLCs). Inicialmente foram preparados extratos dos cimentos
reparadores em diferentes dilui¢des (1:1, 1:2 e 1:4). A atividade antimicrobiana dos
extratos dos cimentos de reparo foi testada avaliando sua concentragéo inibitoria
minima para o crescimento de E. faecalis (ATCC 29212) e C. albicans (ATCC 10231).
Posteriormente, a citotoxicidade dos extratos dos cimentos de reparo foi verificada em
cultura de hPDLCs utilizando o ensaio colorimétrico de MTT. Em seguida, a analise
do efeito proliferativo e da migracao foi avaliada em cultura de hPDLCs pela técnica
de exclusao de azul de tripan e ensaio de scratch, respectivamente. Por fim, avaliou-
se, por qPCR, o efeito dos cimentos reparadores na expressao génica dos fatores de
necrose tumoral das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a), interleucina (IL)-18 e IL-6 e
da citocina reguladora /L-10, em diferentes situagdes experimentais. Os resultados
demonstraram que o extrato do cimento Bio C Repair (Angelus) (1:1) e sua diluicao
(1:2) apresentaram 46,56% e 9% de inibicdo do crescimento de E. faecalis (ATCC
29212), respectivamente, enquanto o extrato do MTA Repair HP (Angelus) néao
detectou nenhuma atividade antimicrobiana contra estes microrganismos testados.
Nenhuma diluicdo testada de nenhum dos materiais foi toxica para hPDLCs,
permitindo uma viabilidade minima de 99,65%. Além disso, ambos os extratos dos
cimentos de reparo promoveram maior proliferacdo e migragcdo celular em suas
diluicbes (1:2 e 1:4) em relagdo ao controle, apés 48h. Eles também regularam
negativamente a expressao de citocinas pro-inflamatérias (/IL-6, IL-18, TNF-a) e
mantiveram a expressdao da citocina imunomoduladora /L-10, em condi¢cbes
inflamatdrias. Portanto, Bio C Repair (Angelus) apresentou atividade antimicrobiana
limitada, enquanto ambos o0s cimentos demonstraram biocompatibilidade e
promoveram proliferacdo e migracdo celular. Além disso, modularam a resposta
inflamatadria, reforgando seu potencial para reparos endodonticos.

Palavras-chave: Bioceramico. Cimento reparador. Atividade antimicrobiana.
Biocompatibilidade. Bioatividade.



ABSTRACT

Endodontic treatment seeks to reduce microorganisms’ number and virulence factors
from the root canals and prevent reinfections, however due to the anatomical
complexity of root canal systems, perforations or failure in endodontic treatment can
occur, requiring surgical interventions in some cases. In this context, bioceramic repair
sealers stand out as promising alternatives due to their bioactivity and biocompatibility,
favoring tissue regeneration and ensuring better results in endodontic repairs and
apical sealings. Therefore, this study aimed to evaluate the antimicrobial potential of
MTA Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) and its toxicity, proliferative,
migratory and immunomodulatory effects on primary cultures of human periodontal
ligament cells (hPDLCs). Initially, extracts of repair sealers were prepared in different
dilutions (1:1, 1:2 and 1:4). The antimicrobial activity of repair sealers extracts was
tested by evaluating its minimum inhibitory concentration for E. faecalis (ATCC 29212)
and C. albicans (ATCC 10231) growth. Subsequently, the cytotoxicity of the repair
sealers extracts was verified in hPDLCs culture using the MTT colorimetric assay.
Then, the analysis of proliferative effect and migration was evaluated in hPDLCs
culture by tripan blue exclusion technique and scratch assay, respectively. Finally, the
effect of repair sealers on gene expression was evaluated by gPCR, of pro-
inflammatory cytokines’ tumor necrosis factors (TNF-a), interleukin (IL)-18, and IL-6
and the regulatory cytokine /L-70, in different experimental situations. Results
demonstrated that Bio C Repair (Angelus) sealer extract (1:1) and its dilution (1:2)
showed 46.56% and 9% inhibition of E. faecalis (ATCC 29212) growth, respectively,
while the MTA Repair HP (Angelus) extract did not detect any antimicrobial activity
against these tested microorganisms. No tested dilution of either material was toxic to
hPDLCs, allowing a minimum viability of 99.65%. In addition, both repair sealers
extracts led to greater cell proliferation and migration in their dilutions (1:2 and 1:4)
compared to control, after 48h. They also down regulated the expression of pro-
inflammatory cytokines (/L-6, IL-18, TNF-a) and maintaining the expression of the
immunomodulatory cytokine IL-10, under inflammatory conditions. Therefore, Bio C
Repair (Angelus) showed limited antimicrobial activity, while both sealers
demonstrated biocompatibility, and promoted cell proliferation and migration.
Additionally, they modulated the inflammatory response, supporting their potential for
endodontic repairs and apical sealing.

Keywords: Bioceramics. Repair sealer. Antimicrobial activity. Biocompatibility.
Bioactivity.
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1. PREFACIO

A evolugdo da endodontia tem sido marcada por avangos significativos no
desenvolvimento de materiais que ndo apenas melhoram a longevidade dos
tratamentos, mas também favorecem a reparacgao tecidual e a saude periapical. Entre
essas inovagodes, os cimentos bioceramicos tém se consolidado como uma revolugao
na especialidade, trazendo novas perspectivas na atividade fisico-quimica dos
materiais.

Neste cenario, o0 MTA Repair HP (Angelus, Londrina, Brasil) e o Bio C Repair
(Angelus, Londrina, Brasil) surgem como alternativas promissoras, com perspectivas
de propriedades antimicrobianas, excelente capacidade de selamento e estimulo a
regeneracao tecidual. Assim, este estudo se propde a investigar, de maneira
aprofundada, o comportamento desses cimentos frente as células do ligamento
periodontal humano (hPDLCs), analisando seu potencial antimicrobiano, sua
citotoxicidade e influéncia na resposta de reparo biolégico bem como a resposta
imune. Os resultados contribuirdo para ampliar o conhecimento sobre esses materiais,
fornecendo subsidios para uma pratica endoddntica cada vez mais segura e eficiente.

Para tanto, esta dissertacao de Mestrado foi estruturada no formato de capitulo,
contendo: Introdugado, Objetivos, Materiais e Métodos, Capitulo 1, Consideragdes
finais, Referéncias e Anexos. No Capitulo 1 “Manuscript’ encontra-se o artigo
preparado com os resultados desta dissertagao, de acordo com o Guideline da revista
International Endodontic Journal (IF: 5.4, A1 CAPES), periddico para o qual
pretendemos submeter este trabalho. Nos anexos, encontra-se: a aprovagdo no

Comité de Etica em Pesquisa, artigos aceitos para publicagéo e publicado.
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2. INTRODUGAO

2.1 INSUCESSO DO TRATAMENTO ENDODONTICO

A polpa dentaria é formada por meio da diferenciacdo das células
ectomesenquimais da papila dentaria. Este tecido esta localizado no interior das
paredes dentarias rigidas e é constituido por células especializadas e indiferenciadas,
com fungdes nutritiva, formadora e sensitiva. Diversos estimulos, seja ele bioldgico ou
traumatico, podem promover a perda da integridade dos tecidos dentarios duros e
assim, torna-se uma via mais acessivel para a infeccdo onde ira provocar alteragdes
acentuadas na polpa dental (Xie et al., 2021). Os produtos metabdlicos bacterianos
possuem a capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios expostos e gerar uma
resposta imune a polpa dentaria (Gomes & Herrera, 2018). Assim, a atividade do
sistema imune ird determinar o progresso da infecgao para outros tecidos (Somma et
al., 2011).

Em resposta a um dano tecidual, a polpa é capaz de estimular um processo
inflamatoério como uma reagdo de defesa do tecido agredido (Zanini et al., 2017).
Conforme o agente agressor entra em contato com a polpa, a resposta inflamatéria
pode apresentar um grau de severidade condizente com a intensidade do agente
agressor (Zhan et al., 2021). Com o desenvolvimento da patologia endodéntica, a
inflamacéao pode evoluir de uma hiperemia para um estagio de necrose pulpar tecidual.
Nesta fase, os microrganismos, colonizam o sistema de canais radiculares (SCR) e
tecidos perirradiculares causando injurias teciduais. Assim, desencadeia-se uma série
de respostas frente aos agentes infecciosos, capazes de formar lesdes
perirradiculares (Galler et al., 2021).

A imunidade inata e adaptativa sdo linhas de defesa contra as infecgbes
microbianas. A imunidade inata age combatendo os microrganismos por meio da
producéao e expansao dos mediadores inflamatdrios através da agdo dos macrofagos,
essa acao tem o proposito de atrair as células de defesa para area que houve a
agressao e causar modificacbes (Jang et al., 2015). Os principais mediadores
inflamatorios presentes durante a imunidade inata sao as citocinas, os componentes
do sistema complemento, a bradicinina, o éxido nitrico, os radicais oxigenados e 0s
neuropeptideos. Além desses fatores, as bactérias Gram-negativas liberam da sua
membrana externa lipopolissacarideos (LPS) que possuem alto potencial toxico e esta
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diretamente ligado aos episodios de infecgdo, uma vez que, quando esses produtos
migram do tecido pulpar em elevadas concentragdes para a regido periapical,
estimulam a produgao de quimiocinas que ativam a migragao das células inflamatdrias
(Saoud et al., 2016). A persisténcia bacteriana diante da agdo da imunidade inata
progride para um quadro de inflamag¢do aguda e evolui para uma inflamagao crénica
adquirindo aspectos de uma inflamagao secundaria (Metzger et al., 2009). Pesquisas
indicam que nessa etapa, a composi¢cao microbiana se difere da encontrada durante
a infecgdo endoddntica aguda. Durante a fase cronica, tende a ter uma diversidade
reduzida de microrganismos, com uma predominancia de espécies anaerdbicas
facultativas Gram-positivas (Adib et al., 2004).

Embora a vasta maioria dos microrganismos encontrados em infeccdes
endodénticas sejam bactérias, ha também relatos da presenga de fungos, arqueias e
virus nos SCR (Siqueira & Régas, 2008). A literatura relata que os fungos,
principalmente da espécie Candida, foram detectados em infecgdes primarias. As
arqueias, que sao procariotos distintos das bactérias, foram identificadas nos registros
clinicos de dentes com lesdes perriradiculares cronicas. Além disso, a presencga dos
virus também foi constatada em lesdes perirradiculares, sendo implicada na
etiopatogenia dessas lesdes, tanto por meio de uma acgao direta da infecgéo viral,
quanto por meio de um mecanismo indireto que compromete as defesas locais e
favorece a proliferacdo bacteriana na regido apical do canal radicular (Siqueira &
Réc¢as, 2008).

Nesse processo inflamatdrio cronico presente nas lesdes perirradiculares, os
linfécitos CD4*, CD8" e CD30*, macrofagos, células do plasma, eosindfilos e natural
killer (NK) agem na fagocitose das células mortas e contra os microrganismos para
evitar a progressao da infecgao (Martinho et al., 2014). Assim, para evitar uma maior
disseminagao bacteriana, o sistema de defesa do hospedeiro age como um anteparo
atingindo os tecidos sadios ocasionando uma ruptura do ligamento periodontal e uma
reabsorcao 6ssea (Paula-Silva et al., 2020).

Quando a reabsorgao 6ssea € desencadeada, os macrofagos e os monécitos
se diferenciam em osteoclastos mediado pelo ligante do receptor de ativacéo fator
nuclear Kappa B (RANKL). O RANKL é uma molécula que esta presente na superficie
das células do estroma e dos odontoblastos e possuem a fungao de diferenciagao de
precursores dos osteoclastos (Wittrant et al., 2008). Entretanto, a osteoprotegerina
(OPG) é um receptor oriundo dos odontoblastos, presentes no ligamento periodontal
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e no tecido epitelial, que possui a capacidade de se ligar ao RANKL. Sua fungéo é
bloquear a osteoclastogénese através da disputa pelo RANK (Menezes et al., 2006).
Sendo assim, a quantidade de osso a ser reabsorvido depende do equilibrio da
expressao entre o RANKL e a OPG (Wang et al., 2015).

A reabsorcao Ossea ocorre por meio da ativacdo dos osteoclastos, essa
ativacao ocorre mediante a liberagao de citocinas que séo produzidas pelos linfocitos
T helper tipo 1 (Th1) como o fator de necrose tumoral (TNF-a), IFN-y, IL-2 e IL-12 e
por outro lado, os mediadores inflamatérios produzidos pelos linfécitos T helper tipo 2
(Th2) como o IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 agem inibindo o processo inflamatorio e de
reabsorgéo 6ssea (Martinho et al., 2014). Além disso, as células T regulatorias (Treg)
possuem a fungdo de regular a resposta imune anti-inflamatéria que induz no
processo de reparo das lesdes perriradiculares por meio da producao de IL-10 e do
fator de crescimento transformador (TGF-B) (Graves et al., 2011). Em adigao, as
células Th17 produzem IL-17 que também estdo presentes no processo de protecéo
da lesdao 6ssea perirradicular por meio da inducdo do processo inflamatério e do
deslocamento de linfocitos para a area afetada (AlShwaimi et al., 2013).

Assim, as pesquisas comprovam as diversas maneiras pelas quais o0s
mediadores inflamatérios agem no ambiente perirradicular e diante dessas
circunstancias, o tratamento endodéntico tem como principal objetivo o controle e
reducédo dos microrganismos presentes no SCR (Sullivan et al., 2016). Dessa forma,
os elementos que influenciam positivamente no resultado do tratamento englobam a
capacidade de resposta do hospedeiro e a exceléncia do procedimento em si (Cotti et
al., 2014). No entanto, as condigbes patolégicas podem persistir mesmo apds a
finalizacdo da terapia endodéntica, exigindo a realizagdo de uma nova intervengao
(Eliyas et al., 2014). A presenga de microrganismos no espaco pulpar e perirradicular
apresenta caracteristica persistente e acarreta patologias que sao capazes de se
perpetuarem (Siqueira et al., 2008). A persisténcia de microrganismos e de seus
produtos metabdlicos possibilita a continuidade do processo inflamatério e o
insucesso do tratamento endoddntico, uma vez que, o reparo das estruturas
perirradiculares e a recomposic¢ao da funcao dentaria nao sao restabelecidas (Siqueira
& Régas, 2008).

Dentre os mais variados microrganismos presentes nas infeccoes de origem
endodéntica e presentes nos dentes tratados endodonticamente, a bactéria Gram-
positiva Enterococcus faecalis possui alto valor de prevaléncia, podendo chegar a
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90% (Rbgas et al., 2004). Estudos apontam que nos casos de insucesso do tratamento
endoddéntico ha maior prevaléncia deste microrganismo do que nos casos de infec¢ao
primaria. Essa prevaléncia tem-se mostrado pelas altera¢cdes ecoldgicas do canal
radicular apdés a ineficiéncia do preparo quimico-mecanico ou pela obturacdo
deficiente (Alghamdi, 2020). O acido lipoteicoico (LTA), um componente produzido
pela E. faecalis e outras bactérias Gram-positivas, desempenha um papel crucial
como fator de viruléncia, que contribuiu para a formacao e permanéncia das condi¢des
patolégicas periapicais (Costa et al., 2003). Pesquisas envolvendo o LTA revelaram
modificagcdes nos tecidos, tais como a reabsorgao Ossea, a liberagcdo de enzimas
hidroliticas e proteoliticas, assim como de espécies reativas de oxigénio por
neutréfilos e macrofagos, além da regulacdo e ativagdo dos neutrofilos (Ryu et al.,
2009).

A resisténcia bacteriana evolui para uma inflamagdo aguda e posteriormente,
adquire aspectos cronicos. O estagio da inflamacgao € definido pelos tipos celulares
presentes no local afetado. Durante a inflamagdo aguda, ha um acumulo de
neutréfilos, enquanto na inflamacéao cronica, ha presenca das células mononucleares
com a predominancia dos linfécitos seguido de plasmaécitos e macréfagos (Graunaite
et al., 2012).

A segunda maior causa do insucesso da terapia endodbntica s&o as
perfuragdes radiculares cometidas pelos cirurgides dentistas durante o tratamento
endodéntico (Haji-Hassani et al., 2015). A literatura demonstra que as perfuragdes
representam 2 a 12% dos acidentes na area endodéntica. A falta de conhecimento da
anatomia dentaria atrelado com a inexperiéncia clinica pode causar esse tipo de
iatrogenia (Kakani, 2015). Um estudo realizado com 55 perfuracées acompanhadas
por 11 anos constatou que 47% dessas perfuragdes radiculares foram acometidas ao
tratamento endoddntico (Kvinnsland et al., 1989). Além das perfuragdes iatrogénicas,
aquelas decorrentes de processos patolégicos, como lesdes cariosas extensas e
reabsorcoes radiculares, essas comunicag¢des entre o canal radicular e os tecidos
periodontais circundantes também podem comprometer o progndstico do tratamento
endodéntico (Cohen et al., 2011). De uma forma geral, o tratamento das perfuragdes
radiculares varia de acordo com sua localizagcédo e a viabilidade de acesso direto no
local acometido. O tratamento efetivo deve abranger sua localizagao,
descontaminagdo e seu preenchimento com material endoddntico biocompativel

(Balasubramaniam et al., 2017). As taxas de sucesso apds o tratamento das
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perfuragdes tém evidenciado um crescimento satisfatério que varia em torno de 80 a
90%, porém em alguns casos ainda ocorrem insucessos neste tratamento (Tabassum,
2016).

Outra possibilidade de falha no tratamento endoddntico convencional esta
relacionada a persisténcia de contaminagdo microbiana (Gunnel, 2004). Nesta
situagdo, dois procedimentos podem ser realizados: o retratamento endodéntico e a
cirurgia parendodéntica. Estudos mostram que as taxas de sucesso do retratamento
endodontico € em torno de 83% pelo periodo de acompanhamento de 4 a 6 anos
(Torabinejad, 2016). Mas, em casos em que o retratamento endodéntico ndo é
possivel de ser realizado, seja por dificil acesso aos canais radiculares em dentes com
lesdo periapical ou dentes com canais calcificados, obstruidos ou perfurados, a
cirurgia parendoddntica € necessaria (Ho et al., 2017). Estudos apontam uma taxa de
sucesso ainda maior quando comparado ao retratamento endodéntico, essa taxa esta
acima de 88% de sucesso em casos acompanhados pelo periodo de 4 a 6 anos
(Torabinejad, 2016). Um estudo envolvendo acompanhamento de longo prazo
demonstrou resultados semelhantes de sucesso envolvendo procedimentos de
retratamento e cirurgia parendodontica (Alghamdi et al., 2020). Em um estudo de
coorte realizado por OJutlii & Karaca (2018), uma taxa de sucesso de 88,4% nas
cirurgias apicais, foi observada.

Dessa forma, o uso dos bioceramicos de reparo sdo hoje a primeira escolha
em casos de selamento de perfuragdes (Mente et al., 2014). Assim, é desejavel que
estes biomateriais sejam biocompativeis e apresentem atividades imunomodulatoérias,
antibacterianas e sejam bioativos nos processos de deposi¢cao 6ssea (Lima et al.,
2014). Antes do surgimento dos materiais bioceranicos, casos de insucesso da terapia
endoddéntica muitas vezes resultavam na perda do elemento dentario. Fato justificado
pois os materiais previamente utilizados para o vedamento, ndo apresentavam
capacidade de interagdo com os tecidos circundantes, além de apresentarem um
elevado potencial de citotoxicidade.

Atualmente, os novos materiais utilizados na terapia endodéntica buscam
mudancas em sua composicao e formulagao visando superar as caracteristicas fisico-
quimicas adversas de outros materiais. Neste contexto, novos cimentos de reparo
devem possuir boa biocompatibilidade e potencial bioativo para potencializar a
interacao do material com os tecidos circundantes do elemento dentario (Alves Silva

et al., 2020). Atrelado a isso, nos ultimos anos ocorreu uma verdadeira transformagao
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no campo da especialidade endodéntica, gragcas a introdugcdo de inovagdes
tecnologicas. Além dos biomateriais outras inovag¢des na area da Endodontia como o
uso dos localizadores apicais eletrénicos, uso de ultrassom, uso de instrumentos
rotatérios e reciprocantes, bem como a microscopia eletrdbnica permitiram grandes

avangos com uma endodontia mais segura e precisa.

2.2 CIMENTOS BIOCERAMICOS DE REPARO

Os cimentos endoddnticos bioceramicos de reparo representam uma classe de
materiais de uso mais recente na endodontia. Estes apresentam crescente
reconhecimento e adogao entre os profissionais da odontologia. Eles foram
desenvolvidos com base em avangos tecnoldgicos na ciéncia dos materiais e tem
como principal objetivo proporcionar uma melhor resposta biologica e propriedades
fisico-quimicas superiores em comparagao com os materiais utilizados anteriormente,
como o Oxido de Zinco e Eugenol e o Agregado Triéxido Mineral (MTA), que, apesar
de amplamente empregados, apresentavam limitagdes como maior tempo de presa e
dificuldade de manuseio em algumas situagdes clinicas (Koch et al., 2010). Uma das
principais caracteristicas distintas dos bioceramicos quando comparados com o0s
materiais da primeira geragao, que ainda estao disponiveis no mercado, € a sua
composic¢ao a base de minerais, que inclui elementos como silicato de calcio, fosfato
tricalcio, aluminato tricalcio e outros compostos ceramicos (Zhang et al., 2010). Essa
combinagdo de minerais confere aos bioceramicos reparadores caracteristicas
unicas, como biocompatibilidade, capacidade de induzir regeneracao tecidual e
excelente selamento marginal (Balasubramaniam et al., 2017).

A biocompatibilidade desses materiais € uma propriedade crucial, pois garante
que o tecido periapical e a polpa dentaria sejam bem tolerados pelo material,
minimizando reacoes inflamatdrias e favorecendo a cicatrizacdo dos tecidos apés o
tratamento endoddntico (Benetti et al., 2019). Além disso, a capacidade de estimular
a regeneracao tecidual € particularmente valiosa em casos de lesbes periapicais,
permitindo uma recuperagcao mais rapida e eficiente (Abu Zeid et al., 2017). A outra
caracteristica importante atribuida a esse biomaterial é sua capacidade de selamento
marginal que se torna fundamental para evitar a infiltragdo bacteriana e a reinfecgéao
dos canais radiculares, garantindo o sucesso a longo prazo dos tratamentos

endodénticos. O selamento eficaz também contribui para a redu¢ao de complicagdes
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e melhora a previsibilidade dos resultados clinicos (Giacomino et al., 2019). Suas
aplicacgdes clinicas sao variadas, tornando-os um componente essencial na pratica
odontolégica moderna. Esses biomateriais sdo frequentemente utilizados em
procedimentos endoddnticos, como reparo de perfuracdes radiculares, apicectomia,
tratamento de perfuragdes de furca e apexificagdo (Koch et al., 2010).

A primeira geracdo do cimento de reparo desenvolvido foi o Agregado de
Trioxido Mineral (MTA). O MTA é um material inovador e altamente versatil
amplamente utilizado na area odontoldgica, especialmente na endodontia. Foi
desenvolvido na década de 1990 pelo Doutor Mahmoud Torabinejad e sua equipe na
Universidade de Loma Linda (California, Estados Unidos). O primeiro produto
comercial desenvolvido a partir do MTA foi o ProRoot MTA (Denstsply/De Trey GmbH,
Konstanz, Germany), que originalmente tinha uma tonalidade cinza e continha metais
em sua composigcdo. Esse produto apresentava algumas limitagbes, como dificil
manuseio devido a sua consisténcia arenosa, longo tempo de presa e causava
alteracdes de cor nos dentes tratados (Torabinejad et al., 2010). Posteriormente, foi
langada uma versao branca, MTA Branco (Angelus, Londrina, PR, Brasil), livre de
aluminio e arsénico, abrindo caminho para os cimentos mais puros, a base de silicato
de calcio, substituindo a formula original do cimento Portland (Camilleri, 2015). De
acordo com a literatura, a versao branca possui a capacidade de manter um pH
elevado, o que contribui para a reparagao e a formagado de um tecido mineralizado
(Hansen et al., 2011). Algumas das suas principais aplicagbes clinicas incluem:
capeamento pulpar direto e indireto, reparo de perfuragdes, tratamento de reabsorgao
externa e interna, apexificacao, tratamento de perfuragdes radiculares, pulpotomia em
dentes permanentes e deciduos e apicectomia. Entretanto, estes cimentos ainda
apresentavam algumas limitagdes, especialmente no que diz respeito a manipulagao,
ao potencial de causar manchas nos dentes e ao longo tempo de presa (Mooney et
al., 2008).

Com o objetivo de superar essas desvantagens, tem sido realizado
aprimoramentos e modificagdes na composic¢ao original dos cimentos que apresentam
uma base semelhante ao MTA (Raghavendra et al., 2017). Os resultados revelaram
vantagens nos tratamentos endoddnticos, especialmente em termos de facilidade de
uso, capacidade osteoindutiva e osteoindutora (Fillingham et al., 2016). E outros
fatores como o vedamento, a formacéao de ligagdo quimica com a dentina e a resposta
bioldgica favoravel (Benetti et al., 2019). Além disso, foi possivel categoriza-los em
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termos de bioatividade e bioinertidade, com base em sua capacidade de interagir com
os tecidos. Os materiais bioativos, como os bioceramicos, tém a propriedade de
estimular o processo de reparacéo tecidual, enquanto os bioinertes ndo possuem
efeitos fisioldgicos ou bioldgicos (Best et al., 2008).

Os cimentos bioceramicos sdo materiais odontolégicos avangados que
combinam caracteristicas de cimentos e ceramicas. Eles séo utilizados principalmente
em procedimentos endodénticos que exigem um material de preenchimento ou
selamento de alta qualidade. Esses cimentos sdo compostos por uma mistura de
diferentes particulas ceramicas, geralmente éxidos de silicio, aluminio, calcio e outros
elementos (Zhang et al., 2010). Eles podem incluir também vidro bioativo e materiais
de base mineral, que |hes confere propriedades especiais como biocompatibilidade,
capacidade de formagao de uma interface resistente com os tecidos do dente e
estabilidade quimica (Raghavendra et al., 2017). A transicdo dos cimentos
endodénticos tradicionais para os bioceramicos mais modernos foi impulsionada pelo
avancgo da pesquisa cientifica e tecnoldgica na area odontolégica. Ao longo do tempo,
os profissionais de odontologia perceberam a necessidade de desenvolver materiais
que pudesse superar algumas limitagdes dos cimentos endodénticos tradicionais e
oferecer beneficios adicionais aos pacientes. Dessa forma, uma diferenca significativa
na composi¢gao dos bioceramicos mais recentes e o MTA original € a presenca de
oxidos de calcio, carbonato de calcio e fosfatos de calcio. Ambos os materiais contém
silicatos de calcio em suas composigdes, bem como agentes radiopacificadores e
componentes de presa (Benetti et al., 2019). Como parte dessa evolugao, em 2009,
foram introduzidos o Biodentine (Septodont, Saint Maurdes-Fosses, Francga) e
Bioaggregate (Innovate BioCeramix Inc, Canada) sendo algumas das primeiras
opgcoes de bioceramicos reparadores desenvolvidos como alternativas ao MTA
(Loushine et al., 2011). A formulagao desses materiais apresenta semelhangas com o
MTA, pois tanto o Biodentine (Septodont), quanto o Bioaggregate (Innovate
BioCeramix) sdo cimentos que possuem como base o silicato de calcio. No entanto,
ha diferencas distintas entre eles, o Biodentine (Septodont) contém 6xidos de calcio,
enquanto o Bioaggregate (Innovate Bioceramics) possui fosfatos de calcio (Loushine
et al., 2011).

Apesar da melhoria desses produtos, eles ainda apresentavam algumas
desvantagens e com o intuito de simplificar a manipulacao e diminuir o tempo de presa

dos biomateriais de reparo, foi desenvolvido o Endosequence Root Repair (Brasseler,
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Savannah, GA, EUA). Esse produto foi desenvolvido para tomar presa quando
exposto a um ambiente umido, como a umidade encontrada nos tubulos dentinarios
(Zhang et al., 2009). Disponivel como produto pré-manipulado e com uma tonalidade
branca, esse material € composto por éxido de zircénio, silicato de calcio, fosfato de
calcio monobasico, hidréxido de calcio e agentes espessantes (Darren et al., 2011).
Com o avango da tecnologia e dos estudos cientificos houve a necessidade de
aprimorar ainda mais as caracteristicas dos bioceramicos endodénticos de reparo. A
empresa brasileira Angelus desenvolveu o MTA Angelus (Angelus, Londrina, PR,
Brasil). Mas, apesar de ter sido bem aceito, ele apresentava algumas limitagoes
relacionadas as caracteristicas fisicas inerentes ao p6é do produto e a consisténcia
granulosa que dificulta a manipulagao e o transporte do material até a cavidade de
reparo (Torabinejad et al., 2010).

Diante da deficiéncia do produto e com o intuito de melhorar essa caracteristica,
uma nova formulagdo, MTA Repair HP (Angelus, Londrina, PR, Brasil), foi
desenvolvida. Trata-se de um cimento reparador bioceramico de segunda geragéao de
alta plasticidade que preserva todas as propriedades quimicas e biolégicas do MTA
convencional da primeira geragao, porém com modificagdes em suas propriedades
fisicas (Tomas-Catala et al., 2017). Uma das principais modificagbes esta na melhor
manipulagdo e menor tempo de presa. Além disso, houve substituicdo do
radiopacificador 6xido de bismuto pelo tungstato de calcio como radiopacificador,
devido a registros na literatura de que o 6xido de bismuto poderia estar associado a
descoloragao dentaria, possivel liberacdo de substancias citotoxicas e baixa
radiopacidade (Palczewska-Komsa et al., 2021). Segundo o fabricante (Tabela 1), o
MTA Repair HP (Angelus) € um produto de facil manipulagao e inser¢céo na cavidade
de reparo. Trata-se de um cimento bioceramico endoddntico reparador com
apresentagcao poé-liquido altamente plastico, que utiliza tungstato de calcio como
radiopacificador em sua composicao, proporcionando radiopacidade adequada sem
os efeitos adversos observados com o 6xido de bismuto. Duas principais indicagdes
sao o tratamento de perfuragdes radiculares, seja por iatrogenia ou lesao de carie, e
em cirurgias parendoddnticas (Palczewska-Komsa et al., 2021). Um estudo realizado
por Silva et al. (2021) utilizando os extratos do cimento bioceramico MTA Repair HP
(Angelus) demonstrou que as diluicbes deste biomaterial ndo foram capazes de inibir
o crescimento da bactéria Streptococcus mutans, mas foi capaz de reduzir o biofilme

jovem e maduro de S. mutans quando diluido 1:1. Neste trabalho também foi avaliada
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a viabilidade de células pulpares por meio do ensaio de brometo de 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), apos contato com diluicdes do MTA
Repair HP (Angelus) e nenhuma das dilui¢gdes testadas foi citotoxica para as células
pulpares. Em um outro estudo, Silva et al. (2023) avaliaram a modulagao da expressao
do gene IL-6 em um ambiente inflamatério na presencga dos peptideos de defesa do
hospedeiro (HDPs), MTA Repair HP (Angelus) e uma combinag&o dos dois. Apos 24
horas, o peptideo IDR1018 e a combinagdo de HDPs e MTA Repair HP (Angelus)
reduziram a expressao de IL-6 em células da polpa dental inflamada. Além disso,
quando o MTA Repair HP (Angelus) foi combinado com o peptideo IDR1018, houve
uma redugao ainda maior na expressao de IL-6 em comparagcao com o MTA Repair
HP (Angelus) sozinho.

Além deste produto, em meados de 2019 a empresa Angelus langou 0 seu mais
recente cimento reparador bioceramico pronto para o uso de terceira geragao, Bio C
Repair (Angelus, Londrina, PR, Brasil). Esse material foi desenvolvido com a proposta
de ser uma opgao inovadora na reparacido de tecidos endoddnticos, devido a sua
capacidade de indugao da regeneragao tecidual. Sua formulagao inclui silicatos de
célcio, fosfato de calcio, 6xido de zirconio e didéxido de silicio (Tabela 1), que
contribuem para sua bioatividade e biocompatibilidade. A liberagcdo de ions Ca?*
presentes na composigao estimula a formacgao de tecido mineralizado, favorecendo a
reparagao das estruturas dentarias e o aumento do pH. Além disso, seu pH elevado
pode ser relacionado com a atividade antimicrobiana, dificultando a infiltracao
bacteriana e promovendo a ades&o quimica a dentina (Benetti F et al., 2019). Em um
estudo realizado por Maru et al. (2023) avaliou-se a viabilidade celular dos cimentos
Bio C Repair (Angelus), MTA Repair HP (Angelus) e Biodentine (Septodont). A
viabilidade celular foi maior para o Biodentine, seguido pelo Bio C Repair (Angelus) e
MTA Repair HP (Angelus). Essa diferenca pode ser atribuida a liberagao de calcio
pelos materiais, sendo o Biodentine (Septodont) e o Bio C Repair (Angelus) capazes
de liberar mais calcio do que o MTA Repair HP (Angelus), conforme informado pelo
fabricante (Tabela 1). Aformacéao de hidroxido de calcio € importante para a formagao
de uma barreira de dentina e a diferenciagcao dos cementoblastos. Os resultados sobre
a viabilidade celular na presenca dos extratos do cimento bioceradmico Bio C Repair
(Angelus) em contato com as células-tronco derivadas de dentes deciduos esfoliados
humanos (SHEDs) demonstrou que todas as diluicdes testadas nao apresentaram
citotoxicidade no intervalo de tempo de 24, 48 e 72 horas. Porém, no periodo de 72
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horas de incubagao a dilui¢do 1:4 do extrato do cimento apresentou maior viabilidade
celular em comparagéao com o grupo controle. Por outro lado, um estudo realizado por
Lopez-Garcia et al. (2019) relatou que o Bio C Repair (Angelus) apresentou
proliferagdo celular comparavel ao controle sem alteracao substancial apés 3 dias de
incubacgdo. Estudos anteriores demonstraram que tanto o MTA Repair HP (Angelus)
quanto o Bio C Repair (Angelus) sdo biocompativeis e possuem potencial para
biomineralizagdo quando expostos a células vivas (Benetti et al., 2019).

Sendo assim, esses materiais de reparo tém demonstrado uma versatilidade
para aplicagcdo em uma ampla gama de casos clinicos, tornando-os uma ferramenta
valiosa para o profissional da odontologia. No entanto, € essencial que os profissionais
estejam familiarizados com suas caracteristicas especificas e sigam rigorosamente as
instrucées de uso do fabricante para garantir resultados 6timos e previsiveis. Em
suma, os cimentos endoddnticos bioceramicos de reparo representam uma importante
evolucdo no tratamento endoddntico, oferecendo solugdes mais avancadas e
confiaveis para os procedimentos endodénticos de reparo. Sua composi¢ao a base
de minerais, biocompatibilidade, capacidade de regeneragao tecidual e selamento
marginal superior fazem desses biomateriais serem grandes inovagdes tecnoldgicas

para a odontologia.

Tabela 1 - MTA Repair HP e Bio C Repair. Composicao, indicagbes e propriedades. Fonte: Angelus.
Bula do MTA Repair HP e do Bio C Repair Londrina, Brasil: Angelus (Data de emissao: 10/02/2024.
Disponivel em:

https://angelus.ind.br/materiais/produtos/mta-repair-hp-ifu-eng.pdf?utm campaign=auto_site - por -

mta_repair_hp&utm_ medium=email&utm source=RD+Station

https://www.angelus.ind.br/materiais/produtos/bio-c-repair-ifu-eng.pdf?utm campaign=auto_site -

por - bio-c repair&utm medium=email&utm_ source=RD+Station

Categoria MTA Repair HP Bio C Repair
Definigdo Cimento endoddntico Cimento reparador bioceramico
reparador pronto para o uso, indicado para
de alta plasticidade, composto reparo de complicacdes
por 6xidos minerais hidrofilicos endodonticas
1) Perfuracéo radicular (canal e | 1) Perfuracdo radicular (canal e
furca) iatrogénica ou por lesdo de | furca) iatrogénica ou por leséo de
Indicacbes carie. 2) Perfuracao radicular por | carie. 2) Perfuracdo radicular por
reabsorcao interna (via canal ou | reabsorcéo interna (via canal ou



https://angelus.ind.br/materiais/produtos/mta-repair-hp-ifu-eng.pdf?utm_campaign=auto_site_-_por_-_mta_repair_hp&utm_medium=email&utm_source=RD+Station
https://angelus.ind.br/materiais/produtos/mta-repair-hp-ifu-eng.pdf?utm_campaign=auto_site_-_por_-_mta_repair_hp&utm_medium=email&utm_source=RD+Station
https://www.angelus.ind.br/materiais/produtos/bio-c-repair-ifu-eng.pdf?utm_campaign=auto_site_-_por_-_bio-c_repair&utm_medium=email&utm_source=RD+Station
https://www.angelus.ind.br/materiais/produtos/bio-c-repair-ifu-eng.pdf?utm_campaign=auto_site_-_por_-_bio-c_repair&utm_medium=email&utm_source=RD+Station
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via cirargica). 3) Cirurgia via cirdrgica). 3) Cirurgia
parendodéntica com parendoddntica com
retrobturacédo. 4) Protecéo retrobturacéo. 4) Protecéo
pulpar direta. 5) Pulpotomia. pulpar direta. 5) Pulpotomia.

6) Apicigénese. 7) Apicificacao. 6) Apicigénese. 7) Apicificacao.

Pé: Silicato de tricalcio Silicato de célcio (Ca204Si).
Composicao (3Ca0.Si02). Silicato de Aluminato de calcio (Al2CaOs.).
dicélcio (2Ca0.Si02). Aluminato | Oxido de calcio (Ca0O). Oxido de
tricalcio 3Ca0.Al203). Oxido de zirconia (02Zr). Oxido de ferro
calcio (Ca0). Tungstato de (Fes0.). Dioxido de silicio (SiOy).
calcio (Caw04). Agente dispersante.
Liquido: Agua e plastificante.

Hidratacdo dos silicatos de Liberacéo de ions de célcio,
Mecanismo de | calcio, formando gel C-S-H e inducéo da formacéao de tecido
acdo liberacdo de ions de calcio para mineralizado e selamento
a inducao da formacao de tecido bioldgico.
mineralizado.
Biocompativel, bioativel, alta Pronto para o uso, alta
Caracteristicas | Pplasticidade, liberacéo de ions alcalinidade, elevada
de célcio e possui selamento radiopacidade e reage com a com
bioldgico. umidade presente nos tecidos.
Tempo de Requer mistura com o liquido Produto pronto para o uso, nao
trabalho plastificante antes do uso. necessita de mistura.
Tempo de 15 minutos 30 a 120 minutos dependendo da
presa umidade local.

2.3 PERFURAGOES RADICULARES E SEU TRATAMENTO

As perfuragdes radiculares sao complicagdes odontoldgicas que podem ocorrer
por questdes patoldgicas ou acidentalmente durante procedimentos odontoldgicos,
como tratamento endoddntico, cirdrgicos ou traumaticos, resultando em
comunicagoes entre o0 espaco pulpar e tecido periodontal circundante ou estruturas
anatémicas adjacentes, como seios maxilares ou forames mandibulares (Tsesis et al.,
2010; Saed et al., 2016). As perfuragdes radiculares podem ocorrer por uma série de

fatores iatrogénicos, tais como uso inadequado de instrumentos endoddnticos,
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principalmente em anatomias complexas e fraturas ou trincas radiculares pre-
existentes (Tsesis et al., 2006). As perfuragbes também podem acontecer como
consequéncias de evolugao da carie dentaria ou de reabsor¢ao radicular interna e/ou
externa (Roda, 2001).

As perfurag¢des oriundas de fatores iatrogénicos podem ocorrer em diferentes
regides das raizes dentarias e sua localizagdo pode influenciar o tratamento e o
prognostico do dente afetado (Lopes, 1999). As perfuragdes podem acontecer na
camara pulpar (perfuragéo de furca ou perfuracgao lateral) (Estrela et al., 2018), ou no
canal radicular (nos tercos cervical, médio ou apical) (Roda, 2001; Silveira et al., 2008;
Schmidt et al., 2016; Drukteinis et al., 2019).

Independente da causa e da localizagao, € essencial que a perfuragédo seja
identificada e tratada de forma adequada e precoce para preservar a saude e a funcao
do elemento dental (Estrela et al., 2009). O diagnéstico de uma perfuragao radicular é
baseado na histdria clinica do paciente, exame fisico e radiografias para uma melhor
avaliacao da extensdo da leséo (Fuss, 1996). Uma perfuragdo nao tratada, além de
causar danos irreparaveis ao tecido duro do dente, causa um processo inflamatério
na regiao e promove a desestruturagao dos tecidos ao redor do dente afetado (Tsesis
et al., 2006). As perfuragdes na regiao de furca e no terco médio da raiz tém efeitos
mais prejudiciais no prognostico do tratamento endoddntico. Isso ocorre devido a
promog¢ao de uma resposta inflamatéria na regido periodontal, que pode levar a perda
de suporte dentario e, em alguns casos, até mesmo a perda do dente. Dependendo
do grau de reabsorgéo da crista 6ssea causada pela perfuragao, pode-se formar uma
bolsa periodontal (Touré et al., 2011). A destruicdo do osso alveolar pode resultar na
formacéao de tecido de granulacao, que pode invaginar para o dente seguindo o trajeto
da perfuragao. Além disso, a estimulacao dos restos epiteliais de Malassez pode levar
a formacao de um cisto (Holland et al., 2001). A auséncia de tratamento adequado da
perfuragcao permite que fluidos se infiltrem na cavidade pulpar, o que favorece o
crescimento de microrganismos responsaveis pela indugdo e manutengado da
inflamacao (Tsesis et al., 2006).

O tratamento das perfuragdes radiculares pode variar de acordo com seu
tamanho, localizagéo e o tempo decorrido desde o momento da perfuragéo (Oswald,
1979). Em geral, existem duas abordagens principais para o tratamento dessas
lesbes. A primeira € uma intervengcao nao cirurgica que consiste no reparo imediato

durante o procedimento e a segunda é uma intervengao cirurgica (Roda, 2001). O
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reparo imediato durante o procedimento é realizado quando a perfuragao é
identificada no momento em que ocorre e o cirurgido-dentista pode realizar o reparo
imediato da les&o. A primeira conduta a ser feita sdo tomadas radiograficas ou outros
meios de imagem para determinar a localizagdo, tamanho e extenséo da perfuragao.
Em seguida, se houver sangramento na area perfurada, € importante controla-lo antes
de prosseguir com o reparo. Isso pode ser feito por meio de compressas hemostaticas
ou outros métodos adequados (Frank, 1973).

A limpeza da area perfurada € outra etapa importante para que seja removido
quaisquer detritos ou contaminantes que possam estar presentes na regido afetada.
Existem varias solugdes irrigantes que sédo frequentemente recomendadas para a
desinfeccao de perfuragdes radiculares durante o tratamento endodéntico (Ruksakiet
et al., 2020). Essas solug¢des tém propriedades antimicrobianas que ajudam a eliminar
microrganismos e residuos do local da perfuragdo. Alguns exemplos de solugdes
irrigantes mais recomendadas pela literatura incluem o hipoclorito de sddio,
clorexidina, peréxido de hidrogénio, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acido
citrico, QMix, mistura de um isdmero de tetraciclina, acido citrico e detergente (MTAD)
e dentre outras. O hipoclorito de sddio € a solugcdo que apresenta ser a mais proxima
do ideal por ter a capacidade de dissolver tecidos e componentes organicos (Matthias,
2006). Essa solucao é recomendada em casos de perfuragdes internas, coronarias,
cervicais, apicais e em raizes acessoérias. Entretanto, apesar de seu uso ser eficaz
para a descontaminagdo, deve ser usado com cuidado especialmente em
concentragbes mais altas, pois pode causar irritagdo dos tecidos periapicais se
extravasar do canal radicular (Haapasalo et al., 2014). A clorexidina na forma liquida
ou em gel a 2% podem ser utilizadas em casos de perfuragao radicular muito extensa
para auxiliar na desinfeccdo como em casos de perfuragdes coronarias, cervicais,
internas e apicais (Gomes et al., 2013). E importante observar que a clorexidina pode
ter um efeito mais residual do que o hipoclorito de sédio e, portanto, pode ter um
impacto nas propriedades mecanicas do material a ser utilizado posteriormente na
regiao perfurada (Loxley et al., 2003). Portanto, seu uso deve ser seguido de irrigacao
com soro ou agua destilada. A escolha da solugéo irrigante, seja hipoclorito de sédio,
clorexidina ou outra opcéao, dependera da situagao clinica especifica e da abordagem
mais adequada para a desinfecg¢ao da perfuragao radicular em questao. Geralmente,
o hipoclorito de sédio a 2,5% € uma opcao confiavel para a desinfeccdo em varios
casos de perfuragdo radicular, porém cada caso ira determinar a melhor solugao
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irrigante a ser utilizada (Matthias, 2006). Além disso, a escolha do material e a técnica
de reparo sao essenciais para garantir um excelente vedamento (Ruddle, 2002). Por
fim, a confirmagéo do reparo da regido deve ser verificada por meio de radiografias
para que o dentista tenha seguranca de que o defeito foi corrigido adequadamente.
As tomografias computadorizadas também representam exame complementar
necessario para avaliagédo correta da perfuragéo radicular (Tsesis et al., 2010).

O tratamento imediato das perfuragdes radiculares aumenta as chances de
sucesso do tratamento endododntico e permite uma melhor recuperacédo dos tecidos
circundantes (Asgary, 2008). Entretanto, nem todas as perfura¢des radiculares podem
ser reparadas imediatamente. Em alguns casos mais complexos, pode ser necessario
o planejamento de um procedimento adicional cirdrgico para corrigir a perfuragdo em
um momento posterior (Roda, 2001). Desta forma, existem algumas situagdées em que
o tratamento cirurgico pode ser mais apropriado como em perfuragéo extensa, com
contaminagdo e inflamagcdo. Esse tratamento permite que o dentista avalie
completamente a extensdo do dano, tome medidas para reduzir a inflamagao e a
contaminacgao, e planeje adequadamente o reparo da perfuragdo em um momento
mais apropriado (Regan et al., 2005). E importante ressaltar que esse tipo de
tratamento ndo deve ser procrastinado indefinidamente.

Historicamente, diversos materiais foram utilizados para o reparo de
perfuragdes, como amalgama, 6xido de zinco e eugenol, super EBA (6xido de zinco e
eugenol reforgado), guta-percha, material restaurador intermediario (IRM), hidréxido
de calcio, resina composta e iondmero de vidro (Jhonson, 1999). Entretanto, nenhum
desses materiais foram capazes de estabelecer um ambiente propicio para a
restauracédo da estrutura dentaria e uma cicatrizagao previsivel apds o tratamento. A
falta de eficiéncia desses materiais pode ser atribuida a sua incapacidade de vedar a
comunicagao entre a cavidade oral e os tecidos circundantes, bem como a sua
auséncia de biocompatibilidade (Al- Daafas, 2007). Frente as limitagbes apresentadas
por esses materiais, 0 uso dos cimentos a base de MTA e dos bioceramicos de reparo
surgiram como alternativa em varias circunstancias, incluindo o vedamento de
perfuracdes, sobretudo devido a sua capacidade de promover a formagao de tecido
mineralizado, capacidade de vedagdo e compatibilidade com o organismo
(Torabinejad et al., 2010).

Lee et al. (1993) compararam o MTA com o super EBA e IRM para o reparo de

perfuragdes radiculares laterais e concluiram que o MTA apresentou menores indices
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de infiltragdo marginal. Na sequéncia, diversos estudos apontam a superioridade do
MTA em relagdo aos materiais que foram inicialmente sugeridos para o reparo das
perfuragcdes (Holland et al., 2001; Bortoluzzi et al., 2007; Duarte et al., 2009;
Mohammadi et al., 2011). Dessa forma, uma abordagem inovadora surgiu para o
selamento de perfuragdes radiculares em procedimentos cirurgicos e ndo cirurgicos.
As analises iniciais do MTA demonstraram que ele apresentava um bom desempenho
ao selar perfuragdes devido a sua capacidade induzir processos de mineralizacao
(Torabnejad et al., 1993; Duarte et al., 2009). A capacidade de vedagao dos cimentos
bioceramicos é alcancada por meio de sua interacdo com a dentina, que leva a
formacdo de uma zona intermediaria mineralizada. Essas estruturas se estendem
para os tubulos dentinarios, funcionando como uma &ancora micromecanica,
proporcionando uma vedacgao eficaz das perfuragdes radiculares (Atmeh et al., 2012).

A atividade das células de fibroblastos humanos, osteoblastos e células da
polpa dental humana quando em contato com o MTA ja foi amplamente documentada
na literatura e inumeras pesquisas realizadas tanto in vitro quanto in vivo, que
investigaram a relagao entre células, tecidos e este biomaterial, comprovaram a sua
capacidade de biocompatibilidade (Torabinejad et al., 2010; Ferreira et al., 2019;
Martinez-Cortés et al., 2017). O MTA, em suas diferentes formulagdes, tem sido
amplamente estudado quanto a sua biocompatibilidade e aplicabilidade em
procedimentos endoddnticos. O MTA Repair HP (Angelus) € das variacbes do MTA e
pode ser considerado uma evolugao do material original, uma vez que ele pertence a
segunda geracéao dos bioceramicos de reparo. Porém, ambos sdo conhecidos por sua
capacidade de interagir favoravelmente com os tecidos periapicais € promover a
regeneracao tecidual (Abrao et al., 2023). A biocompatibilidade e a bioatividade séo
uma das suas principais caracteristicas e em relagdo a sua biocompatibilidade com
as células do ligamento periodontal em casos de perfuragdo radicular, estudos
cientificos e evidéncias clinicas demonstram que este material € bem tolerado por
essas células e tende a promover uma resposta favoravel (Benetti et al., 2019). Ele
tem a capacidade de estimular a formagao de tecido mineralizado e de permitir a
formacdo de um selamento biocompativel entre tecidos radiculares e o ligamento
periodontal. Isso é especialmente benéfico em casos de perfuragdes radiculares, onde
a integracao dos tecidos é essencial para o sucesso do tratamento (Parirokh et al.,
2010). Além disso, eles tém sido associados a inducao da diferenciagao de células-

tronco mesenquimais do ligamento periodontal em células osteoblasticas,



36

contribuindo para a formagao de tecido mineralizado e regeneragao tecidual. O MTA
e o MTA Repair HP (Angelus) sdo considerados biocompativeis por ter baixa
toxicidade para as células do ligamento periodontal. Isso € importante para minimizar
qualquer efeito adverso nas células durante o processo de regeneracao além de estar
ligado a redugéo da resposta inflamatoéria no ligamento periodontal, ajudando a criar
um ambiente propicio para a cicatrizacao da area afetada (Ferreira et al., 2019). Outra
variagdo do MTA é o bioceramico Bio C Repair (Angelus), representado pela terceira
geragdo dos bioceramicos, que também apresenta excelentes caracteristicas de
biocompatibilidade celular. Diversos estudos indicam que a adicdo do Oxido de
zircbnio ao material além de ser capaz de induzir a proliferagdo celular e assim
aumentar as taxas de biocompatibilidade entre células e tecido, minimizando a
resposta inflamatéria e promovendo a regeneragédo do ligamento periodontal e
contribuindo para a cicatrizagao tecidual, ele também confere a radiopacidade deste
material (Abréo et al., 2023).

Independente da abordagem utilizada e do material de escolha, € fundamental
que o profissional realize um planejamento cuidadoso e individualizado para cada
caso. E importante destacar que o tratamento adequado das perfuragées radiculares
€ crucial para evitar complicagdes futuras, como infecgdes, abscessos e perda do
dente afetado. Além disso, 0 acompanhamento adequado do paciente é essencial
para verificar a eficacia do tratamento. Sendo assim, o sucesso do tratamento
depende do diagnostico precoce e da escolha adequada da técnica de reparo,

garantindo assim a preservacgao do elemento dentario que sofreu tal injuria.

2.4 CIRURGIA PARENDODONTICA E SEU TRATAMENTO

Apesar do alto indice de sucesso ao longo do tempo nas taxas do tratamento
endodontico convencional, a persisténcia de condigdes periapicais hao saudaveis nao
€ incomum (Del Fabbro et al., 2016). As lesdes periapicais se formam devido a uma
resposta inflamatéria causada por infecgdes ou traumas no interior do sistema de
canais radiculares, geralmente envolvendo reabsorgdo Ossea e presenga de
granulomas ou pode apresentar-se como uma area cistica semissolida e liquefeita (D.
Ricucci et al., 2015). O sistema imunoldgico do individuo é capaz de reparar essas
lesdes apods realizagao de tratamento endodéntico (Shekhar et al., 2013). No entanto,
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em alguns casos € necessaria uma intervencao cirurgica, representada pela cirurgia
parendodéntica (Kohli et al., 2018; Safi et al., 2019; Sutter et al., 2020).

A cirurgia parendodéntica é indicada em casos de insucesso na terapia
endodéntica convencional, sendo uma alternativa para evitar extragées (Travassos et
al., 2020). A cirurgia parendodontica € fundamentada em dois propdsitos distintos, o
primeiro foca na eliminagéo do fator etiolégico, enquanto o segundo tem como meta
prevenir a reintroducdo de agentes infecciosos aos tecidos periodontais apos a
remogao do agente causal (Cohen et al., 2011; Sutter et al., 2020). Além disso, possui
como objetivo o vedamento de todos os pontos de saida e istmos, e a criagdo de um
ambiente propicio a regeneragao dos tecidos perirradiculares (Goran et al., 1998). As
principais indicagbes para a realizagdo dessa cirurgia sao lesdo na area apical do
dente, quando ha perfuragdes muito extensas de raizes no terco médio ou apical,
raizes muito longas, fraturas de instrumentos endodénticos e raizes dilaceradas
(Torabinejad et al., 2009). Porém, existem alguns casos em que a cirurgia esta
contraindicada por questdes anatdomicas, complicagdes médicas ou sistémicas (Bellizi
etal., 1991).

Uma das modalidades cirurgicas, € a apicectomia, seguida de retroobturacgéao.
Esta modalidade envolve a remogao da porg¢éao apical da raiz de um dente, juntamente
com o tecido infectado ou inflamado ao seu redor, seguido da confeccédo de uma
retrocavidade e selamento com biomaterial (Zafar et al., 2020). O protocolo
terapéutico para o tratamento consiste na avaliagado por meio de exames clinicos e
radiograficos para avaliar a condigao do dente, identificar a presencga de infecgéo ou
les&o no apice da raiz do dente e determinar se a apicectomia é realmente necessaria
(Toubes et al., 2019). Em situa¢des mais desafiadoras, especialmente quando se trata
de molares superiores e inferiores, a utilizacdo de imagens tridimensionais nao so
simplifica o processo de tomada de decisdo para determinar a viabilidade da
intervengao, mas também permite o planejamento preciso da cirurgia. Isso inclui a
avaliagao da extensao da lesao, a localizagao dos apices radiculares em relagao as
estruturas Osseas vestibular e palatina, o canal mandibular, a cavidade maxilar e
outros fatores relevantes (Baumann et al., 2010).

O acesso cirurgico é realizado por meio de uma pequena incisdo na gengiva
proxima ao dente afetado, apds a incisao é realizado o deslocamento e o afastamento
do retalho e em seguida realiza-se a osteotomia para expor a area apical da raiz. Com
acesso a area apical, a ponta da raiz do dente é cuidadosamente removida. Isso &
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realizado para eliminar qualquer tecido infectado ou inflamado que possa estar
causando a infecg¢ao persistente (Loes et al., 2010). A curetagem e a limpeza da area
sdo realizadas apdés a remogao do apice da raiz do dente e confeccdo da
retrocavidade, a limpeza e a desinfecgdo da area afetada tém o objetivo de baixar a
carga microbiana. Assim, a descontaminacédo deve ser realizada na cripta éssea e
sobre a superficie radicular exposta (Gomes et al., 2013). Alguns antimicrobianos ja
foram propostos para esta descontaminagdo, como a irrigagdo radicular com
digluconato de clorexidina a 2%, a tetraciclina (Kohli et al., 2018; Seedat et al., 2018)
e a terapia fotodindmica (Trindade et al., 2017). O laser infravermelho de baixa
poténcia utilizado na terapia fotodindmica é capaz de induzir a liberagcao de radicais
livre que resultam em um efeito bactericida e assim melhora a eficiéncia da
desinfeccéo (Souza et al., 2019). Por fim, a area é selada com um material de reparo
que seja biocompativel.

Assim como o tratamento endodéntico convencional pode enfrentar resultados
desfavoraveis, a cirurgia parendodontica também esta sujeita a eventuais falhas. A
maioria das falhas em procedimentos cirurgicos pode ser atribuida a escolha dos
materiais empregados (Bun et al., 2005). Dado que a selegdo do material é
frequentemente determinante para o éxito da cirurgia parendodéntica, nos ultimos
anos, diversas alternativas de materiais tém sido propostas para otimizar o sucesso
do tratamento (Torabinejad, M et al., 2010).

Atualmente, os bioceramicos de reparo sdo os materiais preferidos para as
cirurgias parendoddnticas devido as suas propriedades biocompativeis, que
minimizam as reacdes adversas nos pacientes, e a capacidade de selar efetivamente
as areas tratadas, impedindo vazamentos e infec¢des (Torabinejad et al., 2010). Além
disso, eles também s&o radiopacos, 0 que ajuda no monitoramento do processo pos-
cirurgico (Bonte et al., 2015). O biomaterial MTA é composto por elementos como
silicato tricalcio, 6xido tricalcio e aluminato de tricalcio (Parirokh, 2010). Quando entra
em contato direto com tecidos humanos, o MTA pode desencadear uma série de
efeitos, como estimular a proliferagao celular por meio dos ions de 6xido de calcio
(Fridland, 2003), criar um ambiente antibacteriano devido a sua natureza alcalina
(Tanomaru-Filho et al., 2007), regular a produgao de citocinas (Huang et al., 2005) e
o equilibrio entre os sistemas imunoldégicos Th1 e Th2 (Rezende et al., 2008),
promover a diferenciacdo e migracao de tecidos duros (Kuratate et al., 2008) e,
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adicionalmente, atuar na formagcdo de um vedamento biolégico (Bozeman et al.,
2006).

Os bioceramicos de reparo mais comumente utilizados em apicectomias
incluem o MTA (Angelus), ProRoot (Denstsply/), BioRoot RCS (Septodont), MTA
Repair HP (Angelus) e o Bio C Repair (Angelus) (Zhou et al., 2017; Ferreira et al.,
2019; Abrao et al., 2023). Em uma série de experimentos envolvendo diferentes
métodos de aplicagdo, o MTA (Angelus) demonstrou uma notavel capacidade de
selamento, além de promover a formacéo de tecido 6sseo resistente e estimular o
processo de cementogénese (Zhou et al., 2017). Esses bioceramicos séo aplicados
na retrocavidade (Baumann et al., 2010). O reparo pés-tratamento cirdrgico vai
depender de cada caso, estando diretamente relacionadas a capacidade de
descontaminagdo, remogao do agente causal, capacidade de vedamento e

biocompatibilidade do cimento de reparo utilizado (Zafar et al., 2020).

2.5 BIOATIVIDADE DOS BIOCERAMICOS DE REPARO

A bioatividade dos bioceramicos endodénticos de reparo esta diretamente
relacionada a sua capacidade de vedar os canais radiculares, estimular a formagcao
de tecido mineralizado e promover a cicatrizagdo. A bioatividade nesse contexto
refere-se a capacidade desses materiais de interagir com os tecidos periapicais e
promover a cicatrizacdo e regeneragao dos tecidos danificados (Song et al., 2021).
Essas caracteristicas fazem com que estes bioceramicos sejam uma opc¢éao valiosa
para garantir o sucesso dos procedimentos endoddnticos (Jitaru et al., 2016).

Alguns aspectos relacionados a bioatividade dos bioceramicos endoddnticos
de reparo se destacam como capacidade de induzir a formagao de hidroxiapatita na
interface com os tecidos periapicais (Mahmoud et al., 1999). A formacédo de
hidroxiapatita promove a mineralizagdo e ajuda na selagem dos canais radiculares,
ajudando a prevenir na infiltragao bacteriana e na entrada de materiais irritantes nos
tecidos periapicais, reduzindo assim o risco de infecgdes e promovendo a cicatrizagao.
Eles também estimulam a diferenciagdo e a proliferacao de células envolvidas na
regeneracao tecidual, como células-tronco e células do ligamento periodontal,
promovendo um excelente progndstico apos o tratamento (Tomas-Catala et al., 2017).
Além disso, relatos na literatura demonstram que este biomaterial ndo apresenta

contragdo durante a presa, mas tendem a ter uma contragdo minima durante o
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processo de endurecimento, o que ajuda evitar lacunas e infiltragbes indesejadas
(Ehsani et al., 2014). Apesar de ndo ser uma caracteristica marcante, alguns
bioceramicos de reparo podem exibir propriedades antibacterianas, ajudando a
manter um ambiente livre de bactérias (Cheng et al., 2010).

A bioatividade dos bioceramicos se manifesta principalmente por meio de suas
interagdes com os tecidos adjacentes. Os bioceramicos influenciam na proliferacao,
diferenciagdo, migragéo e apoptose de células-tronco, osteosclastos e osteoblastos,
células da polpa dentéria, células do ligamento periodontal e células do sistema
imunoldgico (Tomas-Catala et al., 2017). A reagdo das células a presenga deste
biomaterial desempenha um papel fundamental no resultado do processo de
cicatrizagdo e regeneracado dos tecidos (Song et al., 2021). Em especial, o tecido
periodontal desempenha um papel crucial na restauracdo dos tecidos ao redor dos
dentes, uma vez que abriga uma variedade de células (Mu et al., 2017). Essas células
possuem a capacidade de se renovar por conta propria e possui potencial de se
diferenciar em varios tipos celulares, o que as tornam candidatas viaveis para
impulsionar o processo de regeneragao 6ssea (Byoung-Moo et al., 2004).

Diversos estudos publicados em revisdes sistematicas demonstraram elevada
bioatividade dos cimentos endodénticos de reparo MTA ProRoot (Denstply) e
Biodentine (Septodont), além de outras caracteristicas, como biocompatibilidade,
capacidade de selamento, adesao, solubilidade e eficacia microbiana (Escobar-
Garcia et al., 2016; Parirokh et al., 2017). Estudos prévios realizados por Jung et al.
(2014) e Tang et al. (2019) revelaram que o Biodentine (Septodont) exibe uma
excelente biocompatibilidade com as células do ligamento periodontal que é
comparavel a resposta obtida na presenga do MTA. Esses achados relacionados ao
Biodentine (Septodont) estdo em conformidade com pesquisas anteriores nas quais
testes de MTT revelaram padrdes de proliferagao celular e toxicidade semelhantes em
diversas linhagens celulares (Attik et al., 2014; Abuarqoub et al., 2020). Em um outro
estudo realizado por Abuarqoub et al. (2020), a concentragdo de 2mg/mL de
Biodentine (Septodont) foi identificada como a mais favoravel em termos de
biocompatibilidade para facilitar a migracao, aderéncia e mineralizacdo das células-
tronco do ligamento periodontal humano (hPDLCs). Notadamente, concentragdes
mais baixas de Biodentine (Septodont), como 2, 0,20 e 0,02 mg/mL, demonstraram
aumentar significativamente a sobrevivéncia das hPDLCs, ao passo que

concentragbes mais elevadas, como 20 mg/mL, exibiram toxicidade -celular,
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possivelmente devido ao aumento do pH. Segundo Hakki et al. (2012) o pH elevado
do Biodentine (Septodont) leva a um aumento nos niveis de ions de ferro e calcio no
ambiente extracelular. A toxicidade observada nos estudos de Abuarqoub et al. (2020)
com concentragbes mais elevadas (20 mg/mL) do Biodentine (Septodont) na
viabilidade das hPDLCs pode ser atribuida a um desequilibrio nos niveis de ions,
resultando um efeito toxico sobre as células.

Seguindo a mesma proposta Collado-Gonzalez et al. (2019) avaliaram os
efeitos do MTA Repair HP (Angelus) e do ProRoot MTA (Dentsply) nas hPDLCs apos
serem submetidos a condigdes neutras e acidas. Cada material foi exposto, durante
um periodo de 7 dias, a solucdo salina tamponada com fosfato com pH = 7.4 e acido
butirico com pH = 5.2. Os resultados indicaram que a exposicao a um ambiente acido
causou a liberagao de ions de silicio e célcio tanto do MTA Repair HP (Angelus) e do
ProRoot MTA (Dentsply). Além disso, em ambos os ambientes, os dois bioceramicos
testados exibiram propriedades bioldgicas satisfatorias em relagdo a sobrevivéncia
das células, morte celular e aderéncia celular. Esses resultados estdo em consonancia
com os resultados de uma pesquisa anterior, que observou liberacdo de quantidades
mais significativas de calcio em um ambiente com pH 5.4 em comparagao ao ambiente
com pH 7.4 na presenga do ProRoot MTA (Dentsply) (Tian et al., 2017).

Os niveis mais altos de ions de silicio e calcio podem estimular a diferenciagao
e a proliferagcdo de células-tronco mesenquimais na regiao periapical, que podem
promover a diferenciacdo de osteoblastos e cementoblastos, ao mesmo tempo em
que impedem o desenvolvimento de osteoclastos. Isso oferece suporte aos processos
de cicatrizagcdo ao redor das raizes dentarias (Zamparini et al., 2018). Os
cementoblastos s&o células especializadas que estdo envolvidas na formagédo do
cemento e a liberacao dos ions de silicio, calcio e fosfato sdo essenciais para a
mineralizacdo do cemento (Hakki et al., 2013). Além disso, a liberagao desses ions
pode contribuir para a mineralizacdo e formacao 6ssea durante o processo de
cicatrizacido da parte ¢ssea circundante, estimulando a regeneragao e reparagao dos
tecidos periapicais e resolvendo defeitos 6ésseos (Zhou et al., 2014). Jimenez-Sanchez
et al. (2019) realizaram um estudo in vitro sobre a anadlise de bioatividade do
biomaterial MTA Repair HP (Angelus) em contato com fluido corporal simulado (SBF)
por 4, 24, 72 e 168 horas. Os resultados indicaram que apds o periodo de 72 horas
de exposicdo ao SBF, o material foi capaz de induzir a formagcdo de uma camada
estruturada de revestimento composta por fosfato de calcio cristalizado. Essa resposta
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bioativa deste material pode estar atribuida a abundancia de aluminato de calcio
presente em sua composicao (Taddei et al., 2014). O SBF € uma solugéo que imita as
caracteristicas dos fluidos presentes no corpo humano. Sua composi¢ao € ajustada
para imitar as concentragdes de ions, pH e outros componentes que estdo presentes
em fluidos corporais reais (Buerlein 2007). O uso do SBF em pesquisas in vitro com
os bioceramicos endodonticos proporciona uma abordagem eficaz para avaliar a
biocompatibilidade, a resposta fisioldgica e os processos de biomineralizacdo desses
materiais em um ambiente simulado que reflete as condigdes reais do corpo humano
(Moraes et al., 2022).

Mais recente, um estudo in vitro realizado com os materiais MTA (Angelus),
Biodentine (Septodont) e Bio C Repair (Angelus) em contato com células Saos-2
demonstraram, por meio dos ensaios de MTT e vermelho neutro (NR), que a
viabilidade do MTA (Angelus) e do Biodentine (Septodont) foram semelhantes. No
entanto, a viabilidade celular na presenca do Bio C Repair (Angelus) apresentou-se
diminuida em relagao ao MTA (Angelus) e ao Biodentine (Septodont) (Campi et al.,
2023), fato que pode estar associada as disparidades na forma como esses materiais
sdo apresentados (Benetti et al., 2019). E possivel que uma parte dos materiais
prontos para o uso, como no caso do Bio C Repair (Angelus), ndo tenha sido
adequadamente hidratada, resultando em uma maior liberacdo de substancias no
meio de cultura (Beth et al., 2011).

Esses materiais possuem em sua composi¢cdo varias substancias, incluindo
silicato de calcio, fosfato de calcio e éxido de zircénio (Zhekov et al., 2021). Aliberacéo
desses elementos para 0 organismo pode ocorrer em pequenas quantidades ao longo
do tempo devido a degradacdo ou dissolugdo dos bioceramicos. No entanto, a
liberagdo desses elementos geralmente € considerada segura em niveis muito baixos
(Abrao et al., 2023). Além disso, muitos estudos tém avaliado a seguranca e eficacia
desses biomateriais € ndo encontraram evidéncias significativas de toxicidade
(Escobar-Garcia et al., 2016; Raghavendra et al., 2017; Dong et al., 2023).

Diante disso, € importante ressaltar que a bioatividade dos bioceramicos pode
variar dependendo da composi¢cdo quimica, da estrutura porosa e das propriedades
superficiais de cada material. Portanto, a sele¢cao do bioceramico adequado para uma
aplicagao clinica requer consideragdes cuidadosas em relagao as propriedades do
material e as necessidades do tratamento.
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Diante da crescente importancia dos bioceramicos no contexto endodéntico,
este projeto vem a fornecer dados relacionados os bioceramicos de reparo com
fabricagdo nacional, MTA Repair HP (Angelus) e Bio C Repair (Angelus). Estes
biomateriais tém demonstrado propriedades notaveis, como biocompatibilidade,
capacidade de selamento hermético, e potencial para promover a regeneragao
tecidual. Contudo, apesar dos avancgos significativos, ha lacunas substanciais na
literatura que motivam esta pesquisa. A compreenséo abrangente dos mecanismos
celulares subjacentes ainteragéo entre o material e os tecidos periapicais e a atividade
antimicrobiana ainda nio foi totalmente elucidada na literatura. A identificacdo desse
processo € crucial para otimizar a eficacia dos materiais e aprimorar as técnicas de
aplicacao. Dessa forma, este projeto visa maior compreensao da interagéo bioldgica
dos cimentos de reparo e a presenga de microrganismos, além da resposta de células
do ligamento periodontal em diferentes situagdes simuladas in vitro, na presenga
destes materiais. Espera-se que essa pesquisa contribua significativamente para a
evolucdo do conhecimento nesta area e que fornega subsidios importantes para

aprimorar a eficacia e a confiabilidade desses materiais no tratamento endodéntico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antimicrobiana, citotoxica, proliferativa, migratoria e

resposta imune dos extratos dos cimentos de reparo MTA Repair HP e Bio C Repair.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade de inibigdo do crescimento de E. faecalis e C. albicans na
presenca dos extratos dos cimentos MTA Repair HP e Bio C Repair.

e Avaliar a viabilidade celular das culturas do hPDLCs, por meio do ensaio de
MTT, na presenca dos extratos dos cimentos MTA Repair HP e Bio C Repair.

e Avaliar os efeitos dos extratos dos cimentos MTA Repair HP e Bio C Repair na
proliferagcao e migragao das células do hPDLCs.

e Avaliar a expressao génica de mediadores inflamatérios e anti-inflamatérios
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 por gPCR nas culturas de células hPDLCs apds

exposicao aos extratos de MTA Repair HP e Bio C Repair
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4. METODOS

4.1 LOCAL DA REALIZAGAO DA PESQUISA

Este projeto de pesquisa foi realizado em dois espagos da Universidade
Catolica de Brasilia (UCB): na unidade de Pés-Graduagao em Ciéncias Genbmicas e
Biotecnologia e nas clinicas dos estagios supervisionados em Odontologia, do curso
de Odontologia da UCB. A etapa de coleta dos elementos dentarios aconteceu na
clinica de estagio supervisionado em Taguatinga, enquanto toda a sequéncia da
pesquisa foi conduzida no laboratorio de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia. O
Curso de Odontologia da UCB oferece aos estudantes uma infraestrutura especifica
moderna e de qualidade. Ja a Pds-Graduagdao em Ciéncias Genbmicas e
Biotecnologia apresenta uma estrutura de exceléncia no Centro-Oeste, na area de
bioquimica e biologia molecular, contando com a estrutura béasica para o
desenvolvimento do projeto como a estrutura inicial para o isolamento de peptideos
como HPLCs, espectros de massa (LC/ESI/MS/MS e LC/MALDI/TOF/MS), coletores,
centrifugas, equipamentos para géis de eletroforese e géis bidimensionais. Além
disso, este grupo conta com estrutura para sequenciamento de DNA de alto
desempenho, inumeras maquinas de PCR, fluxos laminares e shakes para
crescimento de bactérias e leveduras. Apresenta uma sala de cultivo celular, de uso
restrito, com fluxo laminar, estufa de CO2, microscopio invertido e todo material de
consumo para realizagao de cultivo celular. Possui salas adequadas para o manejo
de células, bactérias, fungos e dentre outros microrganismos. Os equipamentos todos
de ultima geracdo que atendem as demandas provenientes da reformulagdo das
linhas de pesquisa do programa e nos gera maior confiabilidade dos resultados
cientificos. Desta forma, toda a estrutura necessaria para realizacdo do projeto é

apresentada pela UCB.

4.2 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

A primeira etapa do projeto aconteceu na clinica integrada de Odontologia da
UCB, localizada em Taguatinga, campus 1 (Brasilia - DF), onde foi realizada a coleta
dos dentes. A coleta dos dentes foi realizada ap6s a autorizacdo do Comité de Etica e
Pesquisa (CAAE: 61252922.7.0000.0029) (Anexo A). O paciente foi abordado antes



46

de comecgar o procedimento cirurgico. Teve uma prévia apresentagdo para a
identificacdo de ambos e assim foi explicado que o aluno de mestrado precisava da
doacgao dos terceiros molares para poder desenvolver um projeto de pesquisa que
envolve o trabalho com as células do ligamento periodontal do dente. Foi perguntado
se o paciente tem interesse de ficar com os dentes que serdo extraidos ou se eles
poderiam ser doados para colaborar com a pesquisa cientifica. Apos a autorizagao,
foi entregue o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) onde o paciente
leu atentamente e em caso de duvidas foi conversado e no final foi pedido que o
paciente assinasse o termo, pois, o dente € um 6rgdo e como todo érgéo doado foi
necessaria uma assinatura do doador constatando a autorizagdo da doacao do
elemento dentério. Ao final da cirurgia o dente foi recolhido e colocado em um frasco
contendo uma solugdo meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Gibco, Grand
Island, NY, EUA) com 50 ug.mL""! de penicilina (Gibco) e 50 ug.mL""! de estreptomicina
(Gibco) que teve a capacidade de nutrir e preservar as células do dente, durante o
transporte para o laboratério. Esse frasco foi armazenado em uma caixa de isopor
contendo gelo, para manter uma temperatura estavel e as células ndo sofrerem tanto
estresse com os deslocamentos. Apds a coleta dos dentes, a caixa de isopor contendo
os frascos com os dentes foi levada para o laboratério de Biotecnologia da UCB,
localizado em Taguatinga no campus 1, bloco G (Brasilia — DF). Neste laboratdrio,
foram extraidas as células do ligamento periodontal destes dentes e iniciou-se a
expansao da cultura destas células. Toda esta parte experimental foi realizada na sala
de cultivo celular. Esta sala era composta por duas grandes estufas adequadas para
0 manejo com células, materiais essenciais, totalmente fechada sem janelas e com
ar-condicionado para ajudar na circulacdo do ar. Todos os preceitos éticos foram

obedecidos em todas as fases do projeto.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no projeto, pacientes de ambos os sexos, encaminhados para
exodontia de terceiros molares higidos, inclusos, semi-inclusos ou erupcionados
doados de pacientes com idade superior a 18 anos e inferior a 30 anos. Possiveis
indicagbes para o procedimento de extragcdo dental incluem: dentes em

desenvolvimento com risco de impactacdo ou impactados, pacientes com
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pericoronarite, presenca de reabsorcdo Ossea local ou das raizes dos segundos

molares, cistos odontogénicos e apinhamentos.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos da pesquisa pacientes com idade inferior a 18 anos e superior
a 40 anos, dentes com carie dentaria, pacientes com doenga periodontal e casos que

nao houve assinatura do TCLE.

4.5 PREPARO DAS AMOSTRAS

Bio C Repair (Angelus) é um cimento reparador pronto para uso e foi preparado
em placas de cultura de 24 pogos com aproximadamente 0,04 g de massa em 4 pogos
e foi coberto com gaze umida e mantido por aproximadamente 120 min em incubadora
contendo 5% de CO», a 37 °C. O cimento MTA Repair HP (Angelus) foi manuseado
seguindo as instrugdes do fabricante. Em seguida, o MTA Repair HP (Angelus)
pesando 0,085g foi dividido em quatro partes iguais de 0,02125g e a massa foi inserida
em 4 pocos de uma placa de 24 pocos e incubada a 37 °C, por 15 min. Apds cada
tempo de presa dos cimentos, o meio utilizado foi o meio DMEM (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS - Cultilab, Campinas, SP, Brasil), meio Mueller
Hinton Broth (MHB) (Sigma Chemicals Co., St Louis, EUA) ou meio RPMI 1640 (Sigma
Chemicals Co., St Louis, EUA) suplementado com MOPS (0.165 mol.L-"), dependendo
do experimento a ser realizado, incubado a 37 °C por 24h, de acordo com a
Organizagao Internacional de Padronizagao (ISO) 10993-5. Apds 24h de incubacgao,
0 meio exposto ao cimento de reparo foi coletado e filtrado com filtros estéreis de 0,22
mm. Apoés a filtragem dos extratos, o cimento foi dividido em 3 grupos: extrato nao
diluido (1:1) e extrato diluido (1:2 e 1:4). Os extratos foram preparados um dia antes
de cada experimento e filtrados no dia do experimento.

A analise dos extratos dos cimentos foi realizada por espectrometria de massas
utilizando a técnica de dessorg¢ao/ionizacao a laser assistida por matriz com analisador
de tempo de voo (MALDI-ToF/MS). Utilizou-se como matriz uma solugéo de acido alfa-
ciano-4 hidroxicinamico (10 mg.mL") em 50% de acetonitrila, 49,7% (v:v) de agua
ultrapura e 0,3% (v:v) de acido trifluoracético. A matriz foi misturada as amostras na
proporcao de 1:3 e entdo esta mistura foi aplicada em uma placa de MALDI (MTP
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AnchorChip 400/384 target plate, Bruker Daltonics) até sua cristalizagdo em
temperatura ambiente. Os espectros foram adquiridos em modo refletido positivo, com
razao massal/carga na faixa de 20 a 1000 m/z utilizando o software Flexcontrol 3.0. O
equipamento foi calibrado utilizando a propria matriz como calibrador externo.
Também foi realizado um espectro de varredura nas amostras utilizando um
Espectrofotobmetro Genesys 50 (Thermo Fisher Scientific) na faixa UV/VIS 190 a 1000
nm. Além disso, com o objetivo de eliminar um possivel viés de diluigdo, uma amostra
de cada cimento foi preparada e diluida logo em seguida, sem deixar que os cimentos
tomassem presa (Fresh). Este preparo e os extratos dos cimentos pos presa foram

submetidos tanto a espectrometria de massas quanto a varredura em UV/VIS.

4.6 AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE MTA REPAIR HP E BIO REPAIR
CONTRA E. FAECALIS E C. ALBICANS

Primeiramente, os valores de pH dos extratos foram analisados 24h apds o
preparo. Em seguida, a atividade antimicrobiana foi avaliada pelo protocolo de ensaio
de inibicdo do crescimento por microdiluicdo em caldo, conforme Clinical and
Laboratory Standards Institute, com adaptagbdes (CLSI, 2003). As concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas para Candida albicans (ATCC 10231)
e Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Ainibigcao de C. albicans foi realizada em meio
RPMI 1640 (Sigma) suplementado com MOPS (0,165 mol.L"), utilizando uma
concentragéo de inicial de 2,5x10% UFC.mL"! por pogo na fase log. Placas contendo
C. albicans (ATCC 10231) tratadas com extratos dos cimentos foram incubadas por
48h a 30 °C, sob agitacao média. Os bioensaios de E. faecalis (ATCC 29212) foram
testados em meio Mueller Hinton Broth (Sigma) na concentragdo de 5x10° UFC.mL"’
na fase log. Placas contendo E. faecalis (ATCC 29212) tratadas com extratos dos
cimentos foram incubadas por 24h a 37 °C, sob agitacdo média. Todas as
concentragdes testadas foram inoculadas em placas de Petri com meio agar Luria
Bertani (LB) (Sigma Chemicals Co., St Louis, EUA) (24h, a 37 °C) para E. faecalis
(ATCC 29212) e meio agar Sabouraud (Kasvi, R. Brasholanda, 240 - Weissopolis,
Pinhais - PR) (48h, a 37 °C) para C. albicans (ATCC 10231) para determinar a
capacidade bactericida/fungicida (MBC/MFC). O numero de UFC em cada grupo foi
comparado com o controle (ndo tratado) para determinar o MBC e o MFC. Nos casos

em que a concentragdo minima necessaria para inibir o crescimento microbiano nao
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foi alcangada, foi calculada a porcentagem de inibicdo do crescimento, utilizando o

controle positivo como valor de referéncia para 100% de inibigao.

4.7 CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL
HUMANO

Este projeto foi autorizado pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB), sob numero CAAE:
61252922.7.0000.0029. Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), autorizando a utilizagdo do elemento dente extraido para
pesquisa cientifica. As células do ligamento periodontal foram avaliadas apds
raspagem radicular com curetas dos dentes extraidos. Em seguida, o tecido foi
cultivado em meio de cultura DMEM (Gibco, EUA) com 50 ug.mL" de penicilina
(Gibco), 50 pyg.mL"' de estreptomicina (Gibco) e 20% de soro bovino fetal (FBS)
(Cultilab). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO: e 95% de
umidade até atingir a confluéncia necessaria para a realizagdo dos experimentos. O

meio de cultura foi trocado a cada trés dias (Al-Habib et al., 2019; Kajiya et al., 2010).

4.8 VIABILIDADE DE CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL HUMANO
APOS EXPOSIGAO AOS EXTRATOS DO MTA REPAIR HP E DO BIO C REPAIR

Células do ligamento periodontal humano (1x10* células por pogo) foram
cultivadas em placas de cultura de 96 pocos (TPP, EUA) por 24h em meio DMEM
suplementado (Gibco) com 50 pg.mL' de penicilina (Gibco), 50 pg.mL"' de
estreptomicina (Gibco) e 20% de soro bovino fetal (FBS) (Cultilab). Em seguida, as
células foram estimuladas com extratos de MTA Repair HP (Angelus) e Bio C Repair
(Angelus) (1:1, 1:2 e 1:4) e incubadas a 37 °C com 5% de CO- e 95% de umidade por
mais 24h. Apos a incubagao, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difeniltetrazolio) e a absorbancia foi
realizada em leitor ELISA (570 nm) (Loosdrecht et al., 1991).
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4.9 MIGRAGAO E PROLIFERAGAO DE CELULAS DO LIGAMENTO
PERIODONTAL HUMANO APOS EXPOSIGAO AOS EXTRATOS DO MTA REPAIR
HP E DO BIO C REPAIR

A avaliagdo da migragao celular foi realizada pelo método scratch (He et al.,
2022). Neste ensaio, hPDLCs (2,5 x 10° células por pogo) foram cultivadas em placas
de cultura de 6 pogos (Prolab) em meio DMEM suplementado (Gibco) com 50 pg.mL-
' de penicilina (Gibco), 50 ug.mL"' de estreptomicina (Gibco) e 20% de soro bovino
fetal (FBS) (Cultilab) mantidos em estufa por 24h a 37 °C com 5% de CO2e 95% de
umidade, até formar uma monocamada confluente. Em seguida, uma ferida artificial
foi reproduzida nas superficies dos pogos com uma ponta de micropipeta plastica de
1000 pL. As células restantes foram lavadas e novo meio DMEM suplementado
(Gibco) sem soro fetal bovino foi adicionado juntamente com extratos do cimento de
reparo. As culturas foram incubadas e monitoradas por até 48h. Fotografias utilizando
microscoépio foram tiradas nos tempos 0, 24 e 48h. As imagens foram processadas e
as células localizadas na regiao da ferida foram contadas utilizando o software Image
J (NIH, Bethesda, MD). O potencial proliferativo das hPDLCs foi realizado utilizando
uma técnica de exclusédo Trypan Blue (Tomas et al., 2020). hPDLCs (1x10* células)
foram incubadas com extratos MTA Repair HP (Angelus) e Bio C Repair (Angelus)
(1:1, 1:2 e 1:4) por 24 e 48h. Posteriormente, as células foram ressuspensas e uma
solugéo de corante Trypan Blue a 0,4% (Sigma) foi adicionada durante 1 minuto. O
numero de células foi imediatamente contado e comparado com o niumero de células

inicial.

4.10 EXPRESSAO GENICA INFLAMATORIA E ANTI-INFLAMATORIA POR
CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL HUMANO APOS EXPOSIGAO AOS
EXTRATOS DO MTA REPAIR HP E DO BIO C REPAIR

A expressdo de marcadores inflamatoérios e antiinflamatérios por hPDLCs
incubados com extratos dos cimentos reparadores foi avaliada pelo método qPCR em
tempo real. Para realizar diferentes condicdes de cultivo in vitro, lipopolissacarideo
(LPS -1 ug.mL™") (Lipopolissacarideos de Escherichia coli, Sigma), interferon-gama
(IFN-y -1 ug.mL") (Sigma) e a combinagdo de ambos por 24h foram utilizados como
estimulos adicionais. Todos os cimentos de reparo foram avaliados nessas condigdes.
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Apos o cultivo celular, o RNA foi extraido pelo método TRIzol™ (ThermoFisher
Scientific, California, EUA) (Xu et al., 2021). Em seguida, a quantificagdo do RNA foi
determinada utilizando NanoDrop One (ThermoFisher Scientific, Califérnia, EUA). O
RNA total foi revertido - transcrito usando o kit de transcricdo reversa de cDNA de alta
capacidade (Applied Biosystems, EUA) e a PCR quantitativa foi realizada usando
SYBR™ Green Universal Master Mix (Applied Biosystem, EUA). Os genes avaliados
foram GAPDH, TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-10 (Tabela 2). As reagdes foram realizadas em
duplicatas técnicas utilizando o sistema QuantStudio 1 Real-Time PCR System
(Applied Biosystem, EUA) e a expresséo relativa foi obtida pelo método 2 24Ct (Livak
et al., 2001). Os valores médios de Ct foram obtidos de amostras usando hPDLCs de
controle ou LPS-hPDLCs ou LPS-IFNy-hPDLCs como referéncia.

Tabela 2- Sequéncia de primers para cada gene usado no ensaio de PCR

GENE PRIMER SEQUENCIA (5'-3")

TNF-a DIRETO 5'-CACAGTGAAGTGCTGGCAAC-3'
REVERSO 5'-GATCAAAGCTGTAGGCCCCA-3'

IL-1B DIRETO 5'-GCACTACAGGCTCCGAGATGAA-3'
REVERSO 5'-GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT-3'

IL-6 DIRETO 5'-CCCACCAGGAACGAAAGTCA-3'
REVERSO 5'-GGCAACTGGCTGGAAGTCTCT-3'

IL-10 DIRETO 5'-TAAGGGTTACTTGGGTTGCCA-3'
REVERSO 5'-TCTGGGCCATGGTTCTCTG-3

GAPDH DIRETO 5'-AGTGGCAAAGTGGAGATT-3'
REVERSO 5'-GTGGAGTCATACTGGAACA-3'

4.11 ANALISES ESTASTISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicatas técnicas e bioldgicas.
De acordo com a analise estatistica, a distribuicdo normal foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os resultados foram submetidos ao calculo da média e desvio padrao
(DP) para cada experimento. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o
software Graph Pad Prism 8 (Califérnia, EUA). As diferencas estatisticas foram
verificadas pelo teste ANOVA unidirecional e pés-teste de Tukey, com significancia de
p < 0,05.
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5. CAPITULO 1: MANUSCRIPT

Artigo preparado para ser submetido na revista: International Endodontic
Journal (IF: 5.4, A1 CAPES).

MTA REPAIR HP AND BIO C REPAIR: ASSESSMENT OF ANTIMICROBIAL,
CYTOTOXIC, MIGRATION AND CYTOKINE EXPRESSION

ABSTRACT

Aim: Endodontic treatment seeks to reduce microorganisms from the root canals and
prevent reinfections, however due to the anatomical complexity of root canal systems,
complications such as perforations or failure in endodontic treatment can occur,
requiring surgical interventions in some cases. In this context, bioceramic repair
sealers stand out as promising alternatives due to their bioactivity and biocompatibility,
favoring tissue regeneration and ensuring better results in endodontic repairs and
apical sealing. Therefore, this study aimed to evaluate the antimicrobial potential of
MTA Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) and its toxicity, proliferative,
migratory and immunomodulatory effects on primary cultures of human periodontal
ligament cells (hPDLCs). Methodology: Initially, extracts of repair sealers were
prepared in different dilutions (1:1, 1:2 and 1:4). The antimicrobial activity of repair
sealer extracts was tested by evaluating its minimum inhibitory concentration for E.
faecalis (ATCC 29212) and C. albicans (ATCC10231) growth. Subsequently, the
cytotoxicity of the repair sealer extracts was verified in hPDLCs culture using the MTT
colorimetric assay. Then, the analysis of proliferative effect and migration was
evaluated in hPDLCs culture by Trypan Blue exclusion technique and scratch assay,
respectively. Finally, the effect of repair sealers on gene expression was evaluated by
gPCR, of pro-inflammatory cytokines’ tumor necrosis factors (TNF-a), interleukin (IL)-
168, and /L-6 and the regulatory cytokine IL-10, in different experimental situations.
Results: Results demonstrated that Bio C Repair (Angelus) sealer extract (1:1) and its
dilution (1:2) showed 46.56% and 9% inhibition of E. faecalis (ATCC 29212) growth,
respectively, while the MTA Repair HP (Angelus) extract did not detect any
antimicrobial activity against these tested microorganisms. No tested dilution of either
material was toxic to hPDLCs, allowing a minimum viability of 99.65%. In addition, both
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repair sealer extracts led to greater cell proliferation and migration in their dilutions (1:2
and 1:4) compared to the control, after 48h. They also down-regulated the expression
of pro-inflammatory cytokines (/IL-6, IL-18, TNF-a) and maintained the expression of
the immunomodulatory cytokine /L-70, under inflammatory conditions. Conclusion:
Therefore, Bio C Repair (Angelus) showed limited antimicrobial activity, while both
sealers demonstrated biocompatibility, and promoted cell proliferation and migration.
Additionally, they modulated the inflammatory response, supporting their potential for

endodontic repairs and apical sealing.

Keywords: bioceramics, repair sealer, antimicrobial activity, biocompatibility,

bioactivity.

INTRODUCTION

Endodontic treatment aims to eliminate microorganisms present in the root
canal system, as well as prevent their reinfection. However, endodontic failure is a
reality that affects a significant portion of patients, resulting in cases of retreatment or
even the need for more invasive surgical interventions, such as endodontic surgery
(Travassos et al., 2020). One of the main factors that contribute to the failure of
endodontic treatment is the presence of root perforations, which can occur during canal
instrumentation or as a result of pathological resorptions (Estrela et al., 2018). These
perforations, when inadequately managed, may result in tooth loss due to their
potential to establish a direct pathway between the root canal system and the periapical
tissues. This communication facilitates the infiltration of microorganisms, thereby
compromising the integrity of the affected tooth and exacerbating the inflammatory
response in the surrounding tissues (Tsesis et al., 2006).

In this context, the development of bioceramic repair sealers has emerged as a
promising solution for the treatment of root perforations and other endodontic
challenges (Torabinejad et al., 2016). These materials have bioactive properties that
favor the regeneration of periapical tissues, in addition to presenting biocompatibility
characteristics that make them ideal for use in root repair and apical sealing
procedures (Zafar et al., 2020).

MTA Repair HP (Angelus, Londrina, Brazil) is an evolution of traditional MTA

sealer, known for its versatility and effectiveness in a variety of endodontic procedures,
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as it is the second generation of bioceramics. The High Plasticity (HP) version was
developed to improve the handling and flow properties of the material, which facilitates
its insertion in difficult-to-access areas, such as root perforations and bone defects
(Palczewska-Komsa et al., 2021). Furthermore, MTA Repair HP (Angelus) maintains
the bioactive properties of the original MTA, such as the ability to induce the formation
of hard tissue (cementum, bone or dentin), contributing to the sealing of perforations
and the regeneration of adjacent tissues (Song et al., 2021).

Building upon the advancements seen in MTA-based materials, Bio C Repair
(Angelus, Londrina, Brazil), in turn, is a more recent bioceramic repair sealer,
formulated with a combination of calcium silicate and zirconium oxide, which aims to
optimize its biocompatibility and bioactivity (Toubes et al., 2021). This material stands
out for its ability to release calcium ions, which play a fundamental role in inducing the
mineralization of periapical tissues and promoting bone repair (Zhekov et al., 2021).
Furthermore, Bio C Repair (Angelus) has antimicrobial percentages that help control
infection at the site of the injury, a critical factor for the success of the treatment (Dong
et al., 2023).

It has been demonstrated that this repair sealer inhibits E. faecalis, likely due to
its ion release, which also promotes tissue repair. In contrast, MTA Repair HP
(Angelus), although not exhibiting antimicrobial potential, stands out for its excellent
biocompatibility, supporting cell viability, migration, and the regeneration of mineralized
tissues, making it highly suitable for bone repair in apical and lateral defects. Although
there are studies on the antimicrobial activity, cell viability, migration and immune
response of periodontal ligament cells in the presence of repair sealers, much of the
evidence focuses on MTA Repair HP (Angelus). For Bio C Repair (Angelus), however,
data remains more limited, especially under the tested conditions. This underscores
the importance of further research to fully elucidate the biological responses of both
materials. These gaps in understanding its behavior and potential applications
motivated the design of this study.

The bioactive properties of bioceramic sealers are essential for their success in
clinical applications. By enabling effective tissue repair, these materials not only
increase the chances of clinical success, but also open new perspectives for safer and
more effective treatments in endodontics, benefiting both professionals and patients.
Therefore, this study aims to evaluate the antimicrobial activity, cytotoxicity and ability
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of these materials to induce cell proliferation and migration, in addition to analyzing

immunological responses in human periodontal ligament cells.

MATERIALS AND METHODS

MTA Repair HP and BIO C Repair extract preparation

Bio C Repair (Angelus) is a ready-to-use repair sealer. It was prepared in a 24-
well culture plates with approximately 0.04 g of mass in 4 wells and was covered with
damp gauze and kept for approximately 120 min in an incubator containing 5% CO.,
at 37 °C. MTA Repair HP (Angelus) sealer was handled following instructions from the
manufacturer. Then, MTA Repair HP (Angelus) weighing 0.085g was divided into four
equal parts of 0.02125g and the mass was inserted into 4 wells of a 24-well plate and
incubated at 37 °C, for 15 min. After each sealer’s set time, the medium used was
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM - Gibco, Grand Island, NY, USA)
supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS - Cultilab, Campinas, SP, Brazil),
Mueller Hinton Broth medium (MHB - Sigma Chemicals Co., St Louis, USA) or RPMI
1640 medium (Sigma Chemicals Co., St Louis, USA) supplemented with MOPS (0.165
mol.L"), depending on the experiment to be carried out, incubated at 37 °C for 24h, in
accordance with the International Organization for Standardization (ISO) 10993-5.
After 24h incubation, the medium exposed to repair sealer was collected and filtered
with 0.22 mm sterile filters. After filtering the extracts, the sealer was divided into 3
groups: undiluted extract (1:1) and diluted extracts (1:2 and 1:4). Extracts were

prepared one day before each experiment and filtered on the day of the experiment.

Characterization of MTA Repair HP and BIO C Repair extracts

To eliminate a potential dilution bias, preparation of each repair sealer was made
and diluted immediately thereafter, without allowing it to solidify (Fresh). This
preparation and the extracts were subjected to both mass spectrometry and UV/VIS
scanning. Sealers repair extracts were analyzed by mass spectrometry using matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-ToF/MS). A solution of a-
cyano-4-hydroxycinnamic acid (10 mg.mL-") in 50% acetonitrile, 49.7% (v:v) ultrapure

water, and 0.3% (v:v) trifluoroacetic acid was used as the matrix. The matrix was mixed
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with the samples in a 1:3 ratio, and this mixture was then applied to a MALDI target
(MTP AnchorChip 400/384, Bruker Daltonics) and allowed to crystallize at room
temperature. Mass spectra were acquired using a 20 to 1000 m/z range, positive
reflected method, on AutoFlex Speed device (Bruker Daltonics, Germany) using
Flexcontrol 3.0 software. The instrument was calibrated using the matrix as an external
calibrant. A scanning spectrum was also performed on the samples using a Genesys
50 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) in the UV/VIS range of 190 to 1000
nm onto a quartz cuvette. To eliminate a possible dilution pathway, preparation of each
sealer was made and diluted immediately afterwards, without allowing it to solidify
(Fresh). This preparation and the extracts were subjected to both mass spectrometry
and UV/VIS scanning.

Antimicrobial evaluation of MTA Repair HP and BIO C Repair against E. faecalis

and C. albicans

First, the pH values of the extracts were analyzed 24 hours after preparation.
Then, antimicrobial activity was evaluated by the broth microdilution growth inhibition
assay protocol, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute, with
adaptations (CLSI, 2003). Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined
for Candida albicans (ATCC 10231) and Enterococcus faecalis (ATCC 29212). C.
albicans inhibition was performed in RPMI 1640 medium (Sigma) supplemented with
MOPS (0.165 mol.L™"), using an input concentration of 2.5x10% CFU.mL"" per well at
log phase. Plates containing C. albicans (ATCC 10231) treated with sealer extracts
were incubated for 48h at 30 °C, under medium agitation. E. faecalis (ATCC 29212)
bioassays were tested in Mueller Hinton Broth medium (Sigma) at a concentration of
5x10° CFU.mL"" at log phase. Plates containing E. faecalis (ATCC 29212) treated with
sealer extracts were incubated for 24h at 37 °C, under medium agitation. All tested
concentrations were inoculated into Petri dishes with Luria Bertani medium (LB - Sigma
Chemicals Co., St Louis, USA) (24h, at 37 °C) for E. faecalis (ATCC 29212) and
Sabouraud medium (Kasvi, R. Brasholanda, 240 - Weissoépolis, Pinhais - PR) (48h, at
37 °C) for C. albicans (ATCC 10231) to determine minimum bactericidal/fungicide
concentrations (MBC/MFC). The number of CFUs in each group was compared with
the control (untreated) to determine the MBC and MFC. In cases where the minimum
concentration required to inhibit microbial growth was not achieved, the percentage of
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growth inhibition was calculated, using the positive control as the reference value for
100% inhibition.

Primary culture of human periodontal ligament cells

This project was authorized by the human research ethics committee of the
Catholic University of Brasilia (CAAE: 61252922.7.0000.0029). All patients signed a
consent form providing free and informed consent, authorizing the use of the element
tooth extracted for scientific research. Human periodontal ligament cells (hPDLCs)
were assessed after root scaling with curettes of the extracted teeth. Then, tissue was
cultured in DMEM medium (Gibco) supplemented with 50 ug.mL"" of penicillin (Gibco),
50 pug.mL™" of streptomycin (Gibco), and 20% Fetal Bovine Serum (FBS) (Cultilab).
Plates were incubated in an oven at 37 °C, 5% CO:2 and 95% humidity until reaching
the concentration necessary to carry out the experiments. Culture medium was
changed every three days (Al-Habib et al., 2019; Kajiya et al., 2010).

Human periodontal ligament cell viability after exposure to MTA Repair HP and

BIO C Repair extracts

hPDLCs (1x10* cells per well) were cultured on 96-well culture plates (TPP,
USA) for 24h in DMEM medium (Gibco) supplemented with 50 ug.mL-" of penicillin
(Gibco), 50 ug.mL" of streptomycin (Gibco), and 20% Fetal Bovine Serum (FBS)
(Cultilab). Then, cells were stimulated with extracts of MTA Repair HP (Angelus) and
Bio C Repair (Angelus) (1:1, 1:2 and 1:4) and incubated at 37 °C, 5% CO2 and 95%
humidity for more than 24h. After incubation, cell viability was assessed by MTT
colorimetric assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and

absorbance was performed on an ELISA reader (570 nm) (Loosdrecht et al., 1991).

Human periodontal ligament cell migration and proliferation after exposure to
MTA Repair HP and BIO C Repair extracts

Cell migration assessment was performed using the scratch method (He et al.,
2022). In this assay, hPDLCs (2.5 x 10° cells per well) were seeded in 6-well culture
plates (Prolab) in DMEM medium (Gibco) supplemented with 50 ug.mL-! of penicillin
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(Gibco), 50 ug.mL" of streptomycin (Gibco), and 20% Fetal Bovine Serum (FBS)
(Cultilab) kept in an oven for 24h at 37 °C with 5% CO., until a confluent monolayer
formed. Next, an artificial wound was reproduced on the well surfaces with a 1000 uL
plastic micropipette tip. The remaining cells were washed and new supplemented
DMEM medium (Gibco) without fetal bovine serum was added, along with repair sealer
extracts. Cultures were incubated and monitored for up to 48h. Photographs using a
microscope were taken at 0, 24 and 48h. Images were processed, and cells located in
the wound region were counted using Image J Software (NIH, Bethesda, MD, USA).
The proliferative potential of hPDLCs was performed using a Trypan Blue exclusion
technique (Tomas et al., 2020). hPDLCs (1x10* cells) were incubated with MTA Repair
HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) extracts (1:1, 1:2 and 1:4) for 24 and 48h.
Subsequently, cells were resuspended, and a 0.4% Trypan Blue dye solution (Sigma)
was added for 1 minute. The number of cells was immediately counted and compared

with the initial cell number.

Inflammatory and anti-inflammatory gene expression by human periodontal

ligament cells after exposure to MTA Repair HP and BIO C Repair extracts

The expression of inflammatory and anti-inflammatory markers by hPDLCs
incubated with repair sealer extracts was evaluated by real-time qPCR method. To
perform differently in vitro culture conditions, lipopolysaccharide (LPS - 1 pg.mL™")
(Escherichia coli lipopolysaccharides, Sigma), interferon-gamma (IFN-y - 1 ug.mL™")
(Sigma) and the combination of both for 24h were used as additional stimuli. All repair
sealers were evaluated under these conditions. After cell culture, RNA was extracted
using the TRIzol™ method (ThermoFisher Scientific, California, USA) (Xu et al., 2021).
Then, RNA quantification was determined using NanoDrop One (ThermoFisher
Scientific, California, USA). Total RNA was reverse-transcribed using a High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) and quantitative PCR was
performed using SYBR™ Green Universal Master Mix (Applied Biosystem, USA). The
genes evaluated were GAPDH, TNFa, IL-18, IL-6 and IL-10 (Table 1). The reactions
were performed in technical duplicates using QuantStudio 1 Real-Time PCR System
(Applied Biosystem, USA) and relative expressions were obtained by the 222 method
(Livak et al., 2001). The mean Ct values were obtained from samples using control
hPDLCs or LPS-hPDLCs or LPS-IFNy-hPDLCs as a reference.
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TABLE 1: Primer sequence for each gene used in the gPCR assay.

GENE PRIMER SEQUENCE (5'-3")

TNF-o FORWARD 5'-CACAGTGAAGTGCTGGCAAC-3'
REVERSE 5'-GATCAAAGCTGTAGGCCCCA-3'

IL-18 FORWARD 5'-GCACTACAGGCTCCGAGATGAA-3'
REVERSE 5'-GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT-3'

IL-6 FORWARD 5'-CCCACCAGGAACGAAAGTCA-3'
REVERSE 5'-GGCAACTGGCTGGAAGTCTCT-3'

IL-10 FORWARD 5-TAAGGGTTACTTGGGTTGCCA-3'
REVERSE 5-TCTGGGCCATGGTTCTCTG-3

GAPDH FORWARD 5'-AGTGGCAAAGTGGAGATT-3'
REVERSE 5'-GTGGAGTCATACTGGAACA-3'

STATTICAL ANALYSES

All experiments were performed in technical and biological triplicates. According to
statistical analysis, normal distribution was verified by the Shapiro-Wilk test, suitable for
evaluating data normality. The results were subjected to calculation of the mean and
standard deviation (SD) for each experiment. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism 8 software (California, USA). Statistical differences were verified by
the one-way ANOVA test, appropriate for comparing means between groups, followed
by Tukey's post-test to identify significant differences between groups, with significance
established at p < 0.05.

RESULTS

Characterization of MTA Repair HP and BIO C Repair extracts

Although the matrix generated a background in this mass range (172.2, 190.2,
212.1, 235.2, 284.6, 335.4, 379.2, 401.4, 524.5 and 568.7 m/z), it was possible to
observe different ions originating from the sample (39.3, 60.3, 88.3, 146.3, 664.6).
Basically, the same ions were observed in both repair sealer extracts (Supplementary
Figures 1 and 2). However, none of the observed ions were compatible with what was
expected in terms of the sample components (Table 2 and 3). Furthermore, analysis in

the scanning spectrophotometer revealed that the extracts of both repair sealer had
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detectable components in the samples, but it was not possible to identify precisely what
these elements were (Supplementary Figure 3).However, the accurate identification of
the compounds present was limited due to the predominantly inorganic nature of the
sealers since the technique is more suitable for the detection of biomolecules and high

molecular weight organic compounds.

Table 2: MTA Repair HP Components

MTA Repair HP Average Mass (g/mol) Monoisotopic Mass (Da)

Tricalcium silicate 228.32 2.278.392.722

Dicalcium silicate 232.322 231.848.523

Tricalcium aluminate 270.1 269.820.337

Calcium oxide 60.084 599.667

Calcium tungstate 287.93 287.893.181
Table 3: Bio C Repair Components

Bio C Repair Average Mass (g/mol) Monoisotopic Mass (Da)

Calcium silicate mass 172.24 171. 8817

Calcium aluminate 158.038 157.905.327

Calcium oxide 60.084 599.667

Zirconium oxide 123.22 121.894.528

Iron oxide 231.53 231.784.465

Silicon dioxide 60.084 59.966.755.773

Dispersing agent No information No information

Antimicrobial evaluation of MTA Repair HP and BIO C Repair against E. faecalis

and C. albicans

A pH check was performed which ranged from 7.48 to 9.49 for the MHB medium
and 6.75 to 9.32 for the RPMI medium (Table 4). Then, bioceramics Bio C Repair
(Angelus) and MTA Repair HP (Angelus) were analyzed for their inhibition activity
against E. faecalis and C. albicans growth (MIC) and bactericidal (MBC) or fungicidal
(MFC) effects. None of the tested repair sealers were able to inhibit 100% of the
microbial growth of both microorganisms. It was observed that the undiluted extract
and the diluted extract (1:2) of Bio C Repair (Angelus) inhibited 46.56% and 9% of E.
faecalis growth, respectively. Furthermore, they did not present bactericidal activity
(MBC) and antifungal activity (MIC and MFC) against C. albicans, at any tested dilution.
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MTA Repair HP extract (Angelus) also did not demonstrate antibacterial (MIC and
MBC) and antifungal (MIC and MFC) effects against E. faecalis and C. albicans in any
tested dilution (Table 5).

TABLE 4: pH assessment of MTA Repair HP and Bio C Repair extracts.

pH in MHB pH in RPMI
TESTED MATERIAL medium (24h) medium (48h)
Control 7.48 7.02
Bio C Repair (1:1) 9.49 7.35
Bio C Repair (1:2) 8.58 7.35
Bio C Repair (1:4) 8.02 7.03
MTA Repair HP (1:1) 8.83 9.32
MTA Repair HP (1:2) 8.42 7.12
MTA Repair HP (1:4) 7.81 6.75

TABLE 5: Antimicrobial activity carried out in technical and biological triplicates of Bio C Repair and
MTA Repair HP sealers extract against E. faecalis and C. albicans in vitro. Positive control was
represented by ampicillin 20 ug.mL™" for E. faecalis and amphotericin B 10 ug.mL™", for C. albicans.
Bactericidal and fungicidal tests are also represented. Undiluted (1:1) and diluted (1:2) Bio C Repair
sealer extract showed a percentage of E. faecalis growth inhibition of 46,56% and 9%, respectively. ND:
Not detected.

MICROORGANISMS
E. faecalis (ATCC 29212)  C. albicans (ATCC 10231)

TESTED MATERIAL MIC MBC MIC MFC
Bio C Repair (1:1) ND (46,56%) ND ND ND
Bio C Repair (1:2) ND (9%) ND ND ND
Bio C Repair (1:4) ND ND ND ND
MTA Repair HP (1:1) ND ND ND ND
MTA Repair HP (1:2) ND ND ND ND
MTA Repair HP (1:4) ND ND ND ND

Viability of human periodontal ligament cells after exposure to MTA Repair HP

and BIO C Repair extracts

MTA Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) were not toxic to hPDLCs.

A minimum of 99.65% of cell viability was observed (Figure 1A and 1B) in all conditions.
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FIGURE 1: hPDLCs viability by MTT assay. hPDLCs viability after 24h of incubation with MTA Repair
HP (A) and Bio C Repair (B) extracts (1:1, 1:2 and 1:4), after 24h. Graphs represent the mean and
standard deviation of the absorbance of three biological replicates performed in technical triplicates. No

statistical differences were found by ANOVA and Tukey post-test.

Human periodontal ligament cell migration and proliferation after exposure to
MTA Repair HP and BIO C Repair extracts

It was noted that the more concentrated the biomaterial, the lower the cell
migration. Noting that non-diluted extracts of MTA Repair HP (Angelus) and Bio C
Repair (Angelus) extracts resulted in cell migration in a similar way to the control group
(Figure 2A and 3A). Diluted MTA Repair HP (Angelus) extract (1:2 and 1:4) showed an
increased number of migrated cells compared to the control group, after 24 and 48h (p
< 0.05) (Figure 2A). Similar results were found in the presence of diluted Bio C Repair
(Angelus) extract (1:2 and 1:4), which showed an increased number of migrated cells
compared to the control group, after 24h (p < 0.05) (Figure 2A). Furthermore, a greater
proliferation of hPDLCs was observed in the presence of both diluted extracts of repair
sealers (1:2 and 1:4), when compared to the control group, after 24 and 48h (p < 0.05)
(Figure 2B). Comparing undiluted extracts of MTA Repair HP (Angelus) and Bio C
Repair (Angelus), it was observed that both repair sealers promoted an increase in the
number of migrated cells compared to the control group after 24 and 48h, but no
statistically significant difference was found (Supplementary Figure 4A). Furthermore,
undiluted extracts of Bio C Repair (Angelus) led to higher values of hPDLCs
proliferation after 48h, when compared to control group (p < 0.05). On the other hand,
undiluted MTA Repair HP (Angelus) extracts did not show a significant difference in
relation to the control group in the same period (Supplementary Figure 4B).
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to control group. (B) Proliferation of hPDLCs using the trypan blue method after 24h and 48h in contact with MTA Repair HP extracts (1:1, 1:2 and 1:4), and Bio
C Repair extract (1:1, 1:2 and 1:4). *p < 0.05 represents statistical difference by one-way ANOVA and Tukey post-test compared to control group after 24 and

48h. (C) Representative image of cell migration test. Dots indicate the presence of cells in the wound.
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Effect of extracts from MTA Repair HP and BIO C Repair on cytokine gene
expression by hPDLCs

TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-10 gene expression by hPDLC after exposure to
tested sealers in different in vitro conditions (basal, LPS, and LPS plus IFN-y) were
evaluated (Figure 3). TNF-a was elevated in the presence of MTA Repair HP (Angelus)
in basal conditions (Figure 3A, p < 0.05), but reduced in the presence of both
bioceramics in LPS and LPS plus IFN-y conditions (Figure 3B, p < 0.05; and C, p <
0.05). IL-1B8 was down-regulated after exposure to MTA Repair HP (Angelus) and Bio
C Repair (Angelus), when hPDLC were stimulated with LPS and LPS plus IFN-y
(Figure 3E, p <0.05; and F; p <0.05). IL-6 expression was down-regulated in all tested
conditions after exposure to MTA Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus)
(Figure 3G, p < 0.05; H, p < 0.05; and I, p < 0.05). Finally, the IL-10 expression was
down-regulated in the presence of Bio C Repair (Angelus), under LPS plus IFN-y
condition (Figure 3L, p < 0.05).
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FIGURE 3: TNF-qa, IL-1B, IL-6, and IL-10 genes expression, by hPDLCs. Cells when exposed to MTA
Repair HP (1:1), and Bio C Repair (1:1) in different conditions: basal (A, D, G and J), stimulated with
LPS (B, E, Hand K) (1 yg.mL" ) and LPS plus IFN-y (C, F, | and L) (1 pg.mL™), after 24h of incubation.

Graphs represent mean and standard deviation of three biological replicates in technical triplicate. *p <

0.05 represents statistical difference by one-way ANOVA and Tukey post-test compared to control group.
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DISCUSSION

Modern endodontics constantly searches for materials that optimize the repair
and regeneration process of dental tissues, especially in cases of periapical lesions
and root perforations (landolo, 2022). The effectiveness of an endodontic material is
often evaluated by its ability to hermetically seal root canals, by its biocompatibility and
by its potential to promote tissue regeneration (Dawood et al., 2017). Furthermore,
antimicrobial capacity is a desirable characteristic, as the presence of pathogenic
microorganisms, such as E. faecalis and C. albicans, is often associated with persistent
infections and treatment failures (Lee et al., 2022). Endodontic repair sealers, such as
MTA Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus), have emerged as promising
options in the field of endodontics due to their biocompatible properties and possible
antimicrobial potential.

MTA Repair HP (Angelus) is known for its calcium silicate, and it is widely
recognized for its excellent sealing properties and biocompatibility, although its
antimicrobial capabilities are less documented (Palczewska-Komsa et al., 2021). Bio
C Repair (Angelus) is also based on a calcium silicate-based composition, which
promotes the release of ions that can be beneficial for bone regeneration and the
healing of periodontal tissues (Toubes et al., 2021). These properties are particularly
relevant in the context of tissue repair, which depend on a delicate balance between
the presence of pathogens and the inflammatory response, and essential cellular
mechanisms, including migration, proliferation, differentiation of specialized cells, and
the production and deposition of the mineralized tissue necessary for bone
regeneration (da Rosa et al., 2018). Recognizing the importance of all these events for
effective repair, this study explored the antimicrobial activity, cell viability, cell
proliferation and migration, and expression of cytokines in the presence of MTA Repair
HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) endodontic repair sealers.

Before evaluating these biological aspects, repair sealer extracts were analyzed
using MALDI-ToF mass spectrometry to investigate their molecular composition.
However, this technique presented limitations in the precise identification of the
components present in the repair sealer extracts, since it is more suitable for the
detection of biomolecules and high molecular weight organic compounds, with
restrictions in the analysis of inorganic materials. This limitation highlights the need to
use complementary techniques to adequately characterize the composition of the
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materials studied. In this context, the study by Ghilotti et al. (2020) used energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS) to analyze the elemental composition of the
repair sealers. The results showed that Bio C Repair (Angelus) is composed mainly of
carbon (34.81%) and oxygen (34.51%), while the calcium concentration (13.29%) was
lower compared to ProRoot MTA (Dentsply), and Biodentine (Septodont). Furthermore,
the material presented lower proportions of aluminum (0.79%), silicon (2.76%) and
zirconium (13.83%). These differences in chemical composition can directly influence
the physicochemical and biological properties of the cement, including its bioactivity
and antimicrobial potential.

Considering that the chemical composition of an endodontic sealer is directly
related to its biological properties, the presence and concentration of certain elements
can affect its action against microorganisms. Microorganism control is crucial for the
success of endodontic treatment. Therefore, it is desirable that the material used has
antimicrobial properties, in addition to promoting the formation of mineralized tissue
(Mente et al., 2014). The results of this study revealed that only Bio C Repair (Angelus)
showed antimicrobial activity, demonstrating a percentage of inhibition against the
bacterium E. faecalis (ATCC 29212), while MTA Repair HP (Angelus) did not show the
ability to inhibit the growth of E. faecalis (ATCC 29212) or C. albicans (ATCC 10231).
These findings agree with some previous studies that indicate that Bio C Repair
(Angelus) has specific bioactive components that confer its antimicrobial properties. It
has been shown that Bio C Repair (Angelus) releases a higher amount of calcium and
silicate ions compared to MTA Repair HP (Angelus) (Queiroz et al., 2021). This fact
may create an unfavorable environment for the survival of pathogenic microorganisms,
which may explain the percentage of inhibition observed. The antimicrobial effect
detected, especially in the 1:1 extract, suggests a concentration-dependent efficacy,
which is corroborated by other studies that highlight the need for adequate
concentrations to obtain robust antimicrobial effects (Abrao et al., 2023). Furthermore,
studies by Queiroz et al. (2021) also did not detect antimicrobial activity against E.
faecalis and C. albicans, which further reinforce the results observed in this study. On
the other hand, the lack of antimicrobial activity of MTA Repair HP (Angelus) against
E. faecalis (ATCC 29212) and C. albicans (ATCC 10231) in this study is also supported
by some reports in the literature, which indicate that MTA Repair HP (Angelus), despite
its excellent sealing properties and biocompatibility, may not be sufficient on its own to
eliminate certain resistant endodontic pathogens (Silva et al., 2023). Some authors
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suggest that combining MTA with additional antimicrobial agents, such as
chlorhexidine or antibiotics, may be necessary to improve its effectiveness against a
broader spectrum of microorganisms (Bidar et al., 2015). Previous studies suggest that
endodontic materials, including bioceramics, may present variability in their ability to
inhibit the growth of different microorganisms, depending on several factors, such as
chemical composition, porosity, and ion release capacity (Queiroz et al., 2021).
Furthermore, the intrinsic resistance of C. albicans to certain antimicrobial agents is
well documented in the literature. The ability of this fungus to form biofilms resistant to
antimicrobial treatments is an additional concern, as biofilms offer protection against
antimicrobial agents and make eradication of the microorganism difficult (Wang et al.,
2018). This fact reinforces the need for rigorous prior disinfection before its use, to
minimize the presence of microorganisms and optimize therapeutic results.

It is important to emphasize that the low antimicrobial activity observed by MTA
Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) does not invalidate their therapeutic
potential in endodontic procedures. Current literature reinforces the need for a
multifaceted product, where the combination of antimicrobial and biocompatible
properties must be carefully balanced to optimize clinical results. Therefore, to
evaluate the toxicity of both repair sealers, hPDLCs were exposed to undiluted and
diluted extracts (1:1, 1:2 and 1:4). Results demonstrated no toxicity to hPDLCs in all
tested dilutions after 24h, leading to a minimum viability of 95%. These results agree
with the results found by Ferreira et al. (2019), who indicated similar viability rates of
primary human osteoblast cells in contact with extracts of MTA Repair HP (Angelus) in
different dilutions (1:1, 1:2 and 1:4). Furthermore, other studies have also found results
similar to those found in this study, with human fibroblast cells maintaining guidelines
in contact with MTA Repair HP (Angelus) extracts at concentrations of 100%, 50% and
25% (Chakar et al., 2017). Chen et al. (2016) also tested MTA Repair HP (Angelus)
extracts at different dilutions (1:1, 1:2, 1:4 and 1:8) exposed to human periodontal
ligament fibroblasts, for 24h, 72h and 168h and were able to conclude that the more
diluted the extracts (1:4 and 1:8), the greater the cell viability. The non-toxic effect of
MTA Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) on hPDLCs can be attributed to
the chemical composition of these bioceramics, which includes compounds such as
calcium oxide, calcium silicate, and other elements that mimic the mineral composition

of natural dental tissue (Ghilotti et al., 2020). These components can interact favorably
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with hPDLCs, promoting their adhesion, migration, and proliferation (Lopez-Garcia et
al., 2019).

Then, the next step was to evaluate the ability of these materials to promote
hPDLC proliferation and migration over a period. Results indicated that both repair
sealers were able to promote cell proliferation and regeneration in all tested dilutions.
Notably, higher dilutions of the repair sealer led to greater cell migration and
proliferation compared to the control. This fact is crucial to validate the efficacy of MTA
Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) endodontic repair sealers in contact
with hPDLCs, ensuring that they are safe and beneficial for clinical use. Several studies
have demonstrated that these materials have bioactive properties that promote cell
proliferation and migration. Delfino et al. (2021) carried out a study comparing liver
tissue regeneration in an experimental rat model and concluded that both MTA Repair
HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) had the ability to promote tissue
regeneration. Furthermore, another study also evaluated extracts of MTA Repair HP
(Angelus) and Bio C Repair (Angelus) in different concentrations (1:1, 1:5, 1:10 and
1:15) in contact with Saos-2 cells, observing complete cell migration after 48h at a
concentration of 1:10 (Campi et al., 2023).

During the repair process, in addition to the absence of toxicity and the
promotion of cell neoformation, another essential aspect is the regulation of the
immune response. In this sense, the analysis of TNF-a, IL-18, IL-6, and IL-10 gene
expression complement previous results. Thus, in this study, different in vitro conditions
were designed to mimic different inflammatory scenarios relevant to endodontic
infections. These conditions included the use of LPS, a component of the outer
membrane of Gram-negative bacteria used to simulate bacterial infection and strongly
induce an inflammatory response by activating toll-like receptor 4 (TLR4) signaling
pathways (Akira et al., 2004; Maldonado et al., 2016). Additionally, IFN-y, a key
cytokine involved in the immune response, was used in combination with LPS to
represent a more complex and exacerbated inflammatory condition, as occurs in
persistent or chronic infections (Dinarello et al., 2000). This approach allows for a better
understanding of how endodontic repair sealers interact with host immune
mechanisms in both moderate and severe inflammatory environments, providing
insights into their potential role in modulating tissue repair and immune responses.

Cytokines are important mediators of immune response activation and

modulation (Cui et al., 2024). Considering this importance, the modulation of their
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expression by repair sealers can directly impact the tissue repair process. Among
them, TNF-a plays a central role in initiating inflammation by promoting the activation
of endothelial cells and the production of other inflammatory cytokines (Horiuchi et al.,
2010). In this study, under basal conditions, MTA Repair HP (Angelus) increased the
expression of TNF-a; however, under infectious-inflammatory conditions (LPS and
LPS plus IFN-y), both repair sealers decreased the expression of TNF-a, indicating an
attempt to modulate the infectious process. These results demonstrate that MTA
Repair HP (Angelus) and Bio C Repair (Angelus) can act effectively and specifically to
control inflammation, promoting a more favorable environment for tissue repair. TNF-
a is a fundamental pro-inflammatory cytokine in the immune response, participating in
the regulation of inflammatory processes and defense against infections (Song et al.,
2017).

Another pro-inflammatory cytokine, IL-18 amplifies the inflammatory response
by stimulating the expression of cell adhesion molecules (Lopez-Castejon et al., 2011).
On the other hand, IL-6 has a pleiotropic role, influencing the differentiation of
lymphocytes, cellular hormones, and the production of acute phase proteins (Lee et
al., 2011; Wolf et al., 2014). Regarding the expression of /L-16 and IL-6, both sealers
showed reduced expression compared to the control in the groups treated with LPS
and LPS plus IFN-y, suggesting an ability to minimize the exacerbated inflammatory
response. The reduction in IL-18 expression after exposure to MTA Repair HP
(Angelus), and Bio C Repair (Angelus) sealers suggest a modulatory effect of these
materials on the inflammatory response. Suppression of /L-18 was observed even
under exacerbated inflammatory conditions, such as LPS and LPS plus IFN-y
stimulation, which normally induce a robust pro-inflammatory response. This suggests
that sealers may act by reducing the activation of the TLR4 mediated inflammatory
pathway (activated by LPS) and the inflammatory amplification mediated by IFN-y
(Dinarello et al., 2018). Its regulation to lower levels may indicate a positive impact of
repair sealers in minimizing exacerbated inflammation, favoring an environment more
conducive to tissue repair. Studies that have evaluated the production of these
cytokines in response to endodontic sealers, such as MTA Repair HP (Angelus) and
Bio-C Repair (Angelus), are limited. However, research indicates that these materials
are not cytotoxic and have low genotoxicity, suggesting a favorable interaction with
periapical tissues (Abrao et al., 2023).



71

On the other hand, IL-10is an anti-inflammatory cytokine essential for regulating
the inflammatory process, inhibiting the excessive production of pro-inflammatory
cytokine, and promoting an environment favorable to tissue repair (York et al., 2024).
In this study, the expression of IL-10 remained unchanged, except for a reduction in
the presence of Bio C Repair (Angelus). Unlike previous studies, our results did not
show an increase in IL-10 expression in the presence of MTA Repair HP (Angelus) or
Bio C Repair (Angelus) in basal conditions, with a reduction observed only for Bio C
Repair (Angelus) in inflammatory conditions (LPS plus IFN-y). This contrasts with the
findings of Pedrosa et al. (2022), who reported an increased expression of /L-10 in
dental pulp cells exposed to these repair sealers. Similarly, Wan et al. (2021) observed
greater expression of /IL-10 in bone marrow mesenchymal stromal cells of mice,
particularly with MTA Repair HP (Angelus) under LPS stimulation, highlighting its
immunomodulatory role in inflammatory conditions.

Given the findings of this study, the endodontic repair sealers MTA Repair HP
(Angelus) and Bio C Repair (Angelus) demonstrated a promising biological profile,
evidenced by their biocompatibility, stimulation of cell proliferation and migration, in
addition to modulation of the inflammatory response. These findings indicate that both
materials have the potential to promote tissue repair, making them viable options for
clinical application in different endodontic contexts. The choice of the most appropriate
sealer must consider not only its physical and chemical properties, but also its
biological interaction with the periapical tissues, ensuring a more effective and safe
approach. However, it is important to consider the limitations inherent in studies in vitro,
which, despite providing relevant data, do not completely reproduce the complexity of
the clinical environment. Therefore, additional studies, including in vivo models and
clinical trials, are needed to validate these findings and provide a more comprehensive
understanding of the long-term behavior of these sealers and in different clinical

conditions.
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CONCLUSION

Non-diluted extract (1:1) and its dilution (1:2) of Bio C Repair (Angelus) sealer
showed percentages of inhibition against E. faecalis. Neither sealer extract presented
a toxic effect when in contact with hPDLCs. During the repair process, the diluted
extracts (1:2 and 1:4) of bioceramics showed greater cell migration after 48h and this
tissue repair response was accompanied by an increase in cell proliferation. Finally, in
different in vitro immunoinflammatory conditions, both MTA Repair HP (Angelus) and
Bio C Repair (Angelus) modulated immune responses by reducing or maintaining TNF-
a, IL-1B, IL-6, and IL-10 gene expression at basal levels. These effects highlight their

potential to balance inflammation and support tissue repair and regeneration.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1: Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass

Spectrometry (MALDI-ToF MS/MS) spectra of the fresh prepared MTA Repair HP and its diluted extracts.

The mass spectra were acquired in reflective mode with a mass range of 20—1000 (m/z).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2: Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass

Spectrometry (MALDI-ToF MS/MS) spectra of the fresh prepared Bio C Repair and its diluted extracts.

The mass spectra were acquired in reflective mode with a mass range of 20—1000 (m/z).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3: UV/VIS absorption spectra of the fresh prepared cement and its diluted
extracts: (A) MTA Repair HP and (B) Bio C Repair. Water was used as control.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 4: Cell migration and proliferation assays in hPDLCs. Cell migration was
evaluated in contact with MTA Repair HP and Bio C Repair extracts (1:1), after 24 and 48h. (A) Number
of cells in contact with non-diluted MTA Repair HP and Bio C Repair extract that migrated to the wound
after 24h and 48h. No statistical differences were found by ANOVA and Tukey's post-test. (B)
Proliferation of hPDLCs by the trypan blue method after 24h. *p < 0.05 represents statistical difference
by one-way ANOVA and Tukey post-test compared to the control group at 48h. (C) Representative image

of the cell migration test. Dots indicate the presence of cells in the wound.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo destacam aspectos importantes sobre o
desempenho dos cimentos endodénticos de reparo MTA Repair HP (Angelus) e Bio C
Repair (Angelus) ampliando nossa compreenséo sobre suas propriedades bioldgicas
e suas possiveis implicagcdes na pratica clinica. Emrelacao a atividade antimicrobiana,
foi evidenciado que o Bio C Repair (Angelus) apresentou um pequeno percentual de
inibicdo contra E. faecalis e auséncia de inibigdo contra C. albicans. Por outro lado, o
MTA Repair HP (Angelus) ndo apresentou atividade antimicrobiana contra nenhum
dos microrganismos testados, ressaltando a importancia de sua aplicagao apds prévia
descontaminagao do local de aplicacdo por outros métodos.

No que diz respeito a biocompatibilidade, ambos os materiais demonstraram
ser altamente seguros, ndo apresentando efeitos téxicos quando em contato com
células do ligamento periodontal humano. Esse achado reforca a adequagao de
ambos os cimentos para aplicacdo clinica, uma vez que a auséncia de toxicidade
celular € um critério essencial para materiais destinados a reparagao tecidual.
Adicionalmente, os cimentos demonstraram promover uma resposta proliferativa e
migratoria celular eficaz apdés 48h, indicando um potencial favoravel para a
regeneracgao tecidual em areas de reparo endodontico, como perfuragdes radiculares
e selamentos apicais. Além disso, ambos os cimentos influenciaram a resposta
inflamatdria de forma positiva, reduzindo os niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-
a, IL-18 e IL-6) e mantendo a expressao de /L-10, uma citocina anti-inflamatéria, sob
condigdes inflamatdrias simuladas in vitro. Esses achados sugerem que os materiais
podem modular o ambiente inflamatério para favorecer o reparo tecidual,
especialmente em situagbes clinicas que envolvam lesdes perirradiculares
inflamatorias.

Embora a atividade antimicrobiana do Bio C Repair (Angelus) tenha sido
limitada, do ponto de vista clinico, suas propriedades relacionadas a migracao e
proliferagcao celular, bem como seu potencial imunomodulador, sdo aspectos mais
relevantes para o sucesso do tratamento. Por outro lado, o MTA Repair HP (Angelus),
sem atividade antimicrobiana observada neste estudo, se destaca como uma
alternativa igualmente segura e eficaz em termos de biocompatibilidade e
regeneracao tecidual. Sua estabilidade e facilidade de manipulacao torna-o ideal para
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procedimentos que requerem precisdo, como em perfuragdes de dificil acesso ou em
areas que necessitam de selamento apical confiavel.

Ademais, as diferengas na composi¢cao dos cimentos podem justificar variagdes
nas respostas bioldgicas observadas. O MTA Repair HP (Angelus) contém triéxido
mineral agregado com silicatos de calcio e tungstato de calcio como radiopacificador,
enquanto o Bio C Repair (Angelus) é um cimento que apresenta silicatos de calcio,
aluminatos e 6xidos metalicos, além de um perfil quimico que pode influenciar a
liberacdo de ions e a interacdo com os tecidos periapicais. Essas diferengcas podem
impactar diretamente em sua bioatividade, podendo levar a diferentes respostas
celulares e diferente perfil de modulagao da inflamacéo.

Com base nesses achados in vitro, é possivel concluir que ambos os materiais
possuem qualidades unicas que atendem a diferentes exigéncias clinicas, reforgando
a importancia de uma avaliagao criteriosa ao selecionar o cimento mais adequado
para cada situagdo. Enquanto o Bio C Repair (Angelus) oferece vantagens em
cenarios que demandam uma barreira adicional contra microrganismos patogénicos,
o MTA Repair HP (Angelus) permanece como uma escolha sélida em tratamentos
focados na biocompatibilidade e na regeneracao tecidual. Assim, a personalizagao do
tratamento endodéntico, fundamentada nas propriedades distintas desses materiais,
surge como uma estratégia promissora para maximizar o sucesso clinico e promover

a longevidade dos dentes tratados.
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senescence is crucial for better
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Senescence on Dental Pulp »
Cells: Effects on Morphology,
Migration, Proliferation, and
Immune Response

ABSTRACT

Introduction: Evidence indicates that senescence can affect essential dental pulp functions,
such as defense capacity and repair, consequently affecting the successes of conservative
endodontic treatments. This study aims to evaluate the effects of senescence on the morphology,
migration, proliferation, and immune response of human dental pulp cells. Methods: Cells were
treated with doxorubicin to induce senescence, confrmed by B-galactosidase staining.
Morphological changes, cellular proliferation, and migration were evaluated by scanning electron
microscopy, trypan blue cells, and the scratch method, respectively. Modifications in the immune
response were evaluated by measuring the genes for pro-inflammatory cytokines tumor necrosis
factor alpha and interleukin (IL)-6 and anti-inflammatory cytokines transforming growth factor beta
1 and IL-10 using the real time polymerase chain reaction assay. Results: Anincrease in cell size
and a decrease in the number of extensions were observed in senescent cells. A reduction in the
proliferative and migratory capacity was also found in senescent cells. In addition, there was an
increase in the gene expression of inflammatory cytokines tumor necrosis factor alpha and IL-6
and a decreasein the gene expression of IL-10 and transforming growth factor beta-1, suggesting
an exacerbated inflammatory situation associated with immunosuppression. Con-

clusions: Cellular senescence is possibly a condition that affects prognoses of conservative
endodontic treatments, as it affects primordial cellular functions related to this treatment. (J Endod
2024;50:362-369.)

KEY WORDS

Conservative endodontic treatments; pulp cells; senescence

Senescence is a cellular state characterized by the irreversible interruption of the cell cycle halting
replication in the G1 phase and remaining alive and metabolically active'. This state can be divided into
replicative senescence, related to telomere shortening, and stress-induced senescence. Cellular
senescence causes morphological alterations such as increased volume and irregular structure, and it is
associated with changes in the cytoskeleton and vimentin filaments'. Senescent cells also exhibit
increased activity of lysosomes and enzyme SA-B-gal, as well as upregulated expression of genes such
as p21, p16, and p53°. This cellular state also results in metabolic reprogramming and the manifestation
of secretory proteins, known as the senescence-associated secretory phenotype™. In general, this state
contributes to aging, age-related diseases, and a decline in cellular functions”.

Senescence can also affect the immune system”. Immunosenescence refers to changes inthe immune
system during aging, leading to a progressive decline in immune functions and increased susceptibility to
diseases’. This stage resuilts from two complementary processes: the effects of cellular senescence on
immune cells and the weakening of the body's barriers indirectly caused by tissue cellular senescence, which
promotes the release of signaling molecules to which immune cells respond”. Senescence-associated
secretory phenotype proteins compromise immune system functions, including the elimination of senescent
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