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RESUMO

Acao antimicrobiana do NeoMTA Plus em biofilmes simples e mistos de
Enterococcus faecalis e Candida albicans : um estudo in vitro

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade antimicrobiana do
NeoMTA Plus sobre biofilmes simples e mistos de Enterococcus faecalis e Candida
albicans.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 171 blocos de dentina medindo 4x4x1mm, os
quais foram incubados por 2 dias, em meio contendo 1x10’ células/mL de C.
albicans e/ou 3,1x10° células/mL de E. faecalis. Na sequéncia, os blocos foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos: grupo | - ndo recebeu biomaterial (controle);
grupo Il - recebeu uma amostra de MTA apd6s a sua presa, com as mesmas largura
e espessura do bloco de dentina; e grupo Ill - semelhante ao grupo Il, diferindo
somente o biomaterial utilizado, que neste caso foi o NeoMTA Plus. Os biomateriais
permaneceram em contato com os biofilmes por 24 horas. Apds o periodo de
contato, foram realizadas as analises de quantificacdo das unidades formadoras de
colonias (UFCs) e da atividade metabolica (XTT), além da analise qualitativa da
estrutura dos biofilmes por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os dados
foram analisados e submetidos a analise estatistica com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

Resultados: Para todos os grupos houve a presencga de atividade metabdlica (XTT) e
UFCs, n&o havendo diferenga significativa entre os grupos (p>0,05)
independentemente do tipo de biofilme analisado (se simples ou misto) e, também,
do biomaterial utilizado. A estrutura dos biofilmes mantiveram-se homogénea entre
0s grupos deste trabalho.

Conclusdo: Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que NeoMTA Plus
nao foi eficaz contra os biofilmes simples ou misto de E. faecalis e C. albicans.
Relevéancia Clinica: Novas analises devem ser realizadas incluindo a associagado dos
citados biomateriais com anti-sépticos e/ou terapias coadjuvantes para remogao de
biofilmes.

Palavras-chave: Biofilmes , Biomateriais, Enterococcus faecalis, Candida albicans.



ABSTRACT

Antimicrobial action of NeoMTA Plus on single and mixed biofilms of Entero-
coccus faecalis and Candida albicans: an in vitro study

Objective: The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial capacity of
NeoMTA Plus on simple and mixed biofiims of Enterococcus faecalis (E. faecalis)
and Candida albicans (C. albicans).

Materials and Methods: 171 dentin blocks measuring 4x4x1mm were incubated in
medium containing 1x10" cells/mL of C. albicans and/or 3,1x10® cells/mL of E.
faecalis for 2 days. The blocks were randomly divided into 3 groups: group | - did not
receive biomaterial; group Il - received a sample of MTA after setting time, with the
same width and thickness as the dentin block; and group Il - similar to group Il, but
the biomaterial used was NeoMTA Plus. Biomaterials remained in contact with
biofilms for 24 hours. in addition to the qualitative analysis of the structure of biofilms
by scanning electron microscopy (SEM). After contact period, colony-forming units
(UFCs) and metabolic activity (XTT) quantification analyzes were performed.
Furthermore, qualitative analysis of the biofilm structure was performed through
scanning electron microscopy (SEM). Data were analyzed and submitted to statistical
analysis with a significance level of 5% (p <0.05).

Results: For all groups it was confirmed the presence of metabolic activity (XTT) and
UFCs, with no significant difference between groups (p> 0.05). Type of biofilm
(simple or mixed) and biomaterial used (MTA or NeoMTA Plus) did not interfere the
result. The biofilm structure remained homogeneous among the groups.

Conclusion: Based on the present results, it can be concluded that NeoMTA Plus
was not effective against simple or mixed biofilms of E. faecalis and C. albicans.
Clinical relevance: New researches should be carried out — including the association
of the aforementioned biomaterials with antiseptics and/or supporting therapies — to
remove biofilms.

Keywords: Biofilms, Biomaterials, Enterococcus faecalis, Candida albicans.
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1 INTRODUGAO

Um numero significativo de novos cimentos endodénticos bioativos (BECs)
vem sendo introduzido no mercado, tendo, a sua grande maioria, composi¢des a
base de silicato de calcio [1]. Esses cimentos tém sido desenvolvidos com o intuito
de minimizar os inconvenientes encontrados no seu precursor, o Mineral Tridxido
Agregado (MTA), porém mantendo as adequadas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas deste [1].

O MTA é um cimento de silicato de calcio baseado no cimento Portland, que
foi desenvolvido na década de 90, como biomaterial endoddntico [2-7]. Possui em
sua composicao 75% de cimento Portland, 20% de 6xido de bismuto e 5% de gesso
[8] e apds sua manipulagdo sao formados silicato dicalcico e tricalcico, aluminato
tricalcico, oxido tricalcico e 6xido de silicato [6]. E considerado o padrdo ouro de
tratamento em diversas intervencbes endoddnticas, dentre elas: reparo em
perfuragdes radiculares, biomaterial em cirurgias paraendodénticas, capeamento
pulpar direto, pulpotomia, tamp&o coronario apds obturagao, obturagao dos canais
radiculares e plug na regido apical em casos de revascularizagéo [1].

Apesar de apresentar excelentes propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas, muitas vezes o MTA deixa de ser utilizado por clinicos devido a sua
dificuldade de manipulagdo e longo tempo de presa [8]. Além disso, possui uma
grande desvantagem, que € o manchamento da coroa dos dentes nos quais foi
utilizado [8]. As caracteristicas fisicas do MTA também podem ser influenciadas pela
umidade do ambiente durante a manipulacdo po-liquido e pela sua tendéncia de
dissolugdo em contato com a saliva, quando ja manipulado [1]. Portanto, para suprir
as falhas relacionadas ao MTA, modificagdes tém sido realizadas nestes e novos
biomateriais surgem com frequéncia.

Um cimento bioativo desenvolvido recentemente é o NeoMTA Plus (Avalon
Biomed, Houston, TX, USA) [9]. Este baseia-se na formulagdo do MTA Angelus e
MTA Plus (Angelus® Industria de Produtos Odontolégicos S/A, Londrina, PR, Brasil)
[10], tidos como seus precursores [11]. E um biomaterial dentario & base de silicato
de calcio, e devido a adicdo de 6xido de tantalo (Ta»Os) como radiopacificador,
elimina a possibilidade de escurecimento dentario causado pelo MTA [11].

Segundo Tanomaru-Filho et al. [11], a substituicdo do 6xido de bismuto por
Ta0s5 ndo afetou a biocompatibilidade e a bioatividade deste material. Em estudo de
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2015, Camilleri [12] afirmou que Neo MTA Plus possui radiopacidade adequada e
nao causa descoloragdo ou manchamento dentario. Ele produz hidroxido de calcio,
resultante da reag¢ao de hidratacio do silicato tricalcico, o que é fundamental para a
inducdo e formacdo de tecido mineralizado. Somado a isso, ainda apresenta
potencial de formar fosfato de calcio, demonstrando alta reatividade quando em
contato com fluidos teciduais.

A acao antimicrobiana também representa uma importante propriedade para
0os biomateriais, visto que a presenga de microrganismos no interior da massa
dentinaria e na regido periapical podem interferir decisivamente no sucesso do
tratamento [13,14]. Esses microrganismos, em especial Enterococcus faecalis e
Candida albicans [15,16] podem estar organizados em biofilmes microbianos [17],
tornando-se relevante avaliar o poder antimicrobiano de novos biomateriais sobre
biofilmes [18].

Portanto, a determinacdo da acdo antimicrobiana do NeoMTA Plus sobre
biofilmes simples e mistos de E. faecalis e C. albicans, considerados
microrganismos de dificil eliminagao, € fundamental para a sedimentagéo do seu uso
clinico ou abordagens diferenciadas durante os protocolos para uso.

Considerando os aspectos abordados acima, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a capacidade antimicrobiana do Neo MTA Plus sobre biofilmes simples e
mistos de E. faecalis e C. albicans.

2 MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada neste trabalho foi baseada e adaptada dos trabalhos
publicados por Faria-Junior et al. [19], Arias et al.[20], Do Vale et al.[21] e Monteiro
et al [22].

2.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 171 blocos de dentina oriundos de incisivos centrais
bovinos com raizes completas. Os dentes foram obtidos por meio de doacéao feita
pelo frigorifico JBS - Friboi, localizado na cidade de Andradina, interior do Estado de
S&o Paulo apods o abate dos animais para consumo (Anexo A). Os tecidos moles e
possiveis calculos aderidos na superficie radicular foram removidos com auxilio de

curetas periodontais (S.S. White Artigos Dentarios Ltda — Juiz de Fora, MG, Brasil).
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Posteriormente, os dentes foram colocados em solugao fisioldgica (Eurofarma, Sao
Paulo, SP, Brasil) e armazenados em geladeira.

As raizes dentarias foram seccionadas com o auxilio de disco diamantado
(Isomet, Lake Bluff, Il, EUA), montado em baixa rotagcao (cortadeira), sob irrigagao
abundante. Os cortes permitiram a obtencdo de blocos de dentina com 4 mm de
largura, 4 mm de comprimento e 1Tmm de espessura; sendo que de cada raiz
dentaria foi possivel confeccionar 2 blocos.

Na sequéncia, os blocos de dentina obtidos foram distribuidos
aleatoriamente e posicionados no interior de placas de 24 pocos (Costar,
Tewksbury, EUA). Estas foram embaladas em papel gral cirurgico e esterilizadas
com oOxido de etileno (Anexo B) para a remogao de qualquer contaminagédo pré-

existente.

2.2 Cepas de microrganismos e condi¢cdes de crescimento microbiano

As seguintes cepas de referéncia da American Type Culture Collection
(ATCC) e Colegéo de Culturas Cefar Diagnostica (CCCD), respectivamente foram
utilizadas: C. albicans ATCC 10231 e E. faecalis CCCDE 002. Culturas dos
microrganismos mantidas a -70 °C em glicerina foram semeadas em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD; Difco, Le Pont de Claix, Franga) e Agar Infusdo de
Cérebro e Coragao (BHI Agar; Difco), respectivamente para C. albicans e E. faecalis.
Cada microrganismo foi cultivado por 24 horas a 37 °C. Para C. albicans, uma
alcada da cepa obtida das placas de ASD foi suspensa em 10 mL de caldo
Sabouraud Dextrose (Difco) e incubada a 37 °C durante a noite, sob agitacdo de 120
rom. Colonias de E. faecalis foram inoculadas em 10 mL de caldo BHI (Difco) e
incubadas estaticamente durante a noite a 37 °C.

Apds o periodo de incubagédo, as células fungicas e bacterianas foram
recuperadas por centrifugagdo a 8000 rpm por 5 minutos a 15 °C, e os “pellets” de
células foram lavados duas vezes com 10 mL de solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS; pH 7). A quantidade de células fungicas foi ajustada para uma
concentragdo de 1x10’ células/mL em caldo BHI com auxilio de uma Camara de
Neubauer e um microscopio Optico, enquanto a quantidade de células bacterianas
foi ajustada espectofotometricamente para uma concentragao de 3,1x108 células/mL

em caldo BHI.
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2.3 Contaminacgao dos espécimes e formagao de biofilme

Os blocos de dentina, devidamente esterilizados dentro das placas de 24
pocos, receberam 1 mL do in6culo de cada cepa (preparado no item 2.2) em cultura
simples (1000 pL de 1 x 10" células/mL C. albicans ou 1000 pL de 3,1 x 10°
células/mL E. faecalis) e mista (500 uL de 2 x 10" células/mL C. albicans + 500 pL
de 6,2 x 108 células/mL E. faecalis). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
por 2 dias, permitindo a formacao de biofilme sobre os blocos de dentina. O meio de
cultura (caldo BHI) foi renovado completamente apds 24 horas, sem a adi¢cao de

NOVOS Microrganismos.

2.4 Acao dos biomateriais sobre os biofilmes

Ap0ds o periodo de 2 dias, os biomateriais foram manipulados de acordo com
as recomendacdes do fabricante e inseridos sobre uma matriz feita com Silatec,
(Dental Milestones Garanteed-DMG, Hamburgo, Alemanha) confeccionada a partir
da moldagem dos préprios blocos de dentina dispostos na tampa de uma placa de
24 pocos (Figura 1A). Desta forma, pode-se padronizar a quantidade de biomaterial
compativel com o tamanho dos blocos dentina (4 mm x 4 mm x 1mm).

Apos 4 horas da espatulagdo dos biomateriais e inser¢cdo dos mesmos na
matriz, o corpo de prova obtido foi deslocado cuidadosamente da matriz e colocado

sobre os blocos de dentina contendo os biofilmes (Figura 1B), com auxilio de pinga

clinica estéril.

Figura 1: A - Biomateriais utilizados e matriz de silicone para confecgdo e
padronizagao dos blocos de biomaterial; B - Blocos de dentina em contato com

biomaterial.
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Assim, pode-se determinar os seguintes grupos de acordo com o biomaterial

utilizado:

* Grupo Controle (Grupo C [n= 57]), ndo recebeu biomaterial;

* Grupo MTA ([n= 57] Angelus® Industria de Produtos Odontolégicos S/A,
Londrina, Parana, Brasil.), recebeu uma amostra padronizada de MTA apds a sua
presa, com dimensdes semelhantes ao bloco de dentina;

* Grupo NeoMTA Plus ([n= 57] Avalon Biomed, Houston, TX, USA), recebeu
uma amostra padronizada de NeoMTA Plus apds a sua presa, com dimensdes
semelhantes ao bloco de dentina .

Cada espécime foi inserido em placas de petri estéreis e umidificado com 20

mL de PBS estéril. As placas de petri foram incubadas em estufa a 37 °C por 24
horas.

Apoés o periodo de contato do biometarial com o biofilme (24h), realizou-se

analises de quantificagdo das células cultivaveis, da atividade metabdlica dos

biofilmes resultantes e da estrutura dos biofilmes.

2.5 Forma de analise dos resultados
2.5.1 Quantificacao das células cultivaveis

O numero de células cultivaveis foi avaliado pela quantificagdo das unidades
formadoras de colbnias (UFCs) [20]. Assim, ap6s o periodo de contato dos biofilmes
com os biomateriais, os blocos de dentina foram transferidos para tubos falcon
contendo PBS e vortexados por 90 segundos.

Para a quantificacdo de UFCs dos biofiimes simples de C. albicans e E.
faecalis, as diluigdes foram plagueadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco) e
BHI agar, respectivamente. Para a quantificagcdo de UFCs do biofilme misto, utilizou-
se Chromagar Candida (Difco) e BHI agar suplementado com anfotericina B (Sigma-
Aldrich). Apds 24 horas de incubagao a 37°C, com exceg¢ao do Chromagar Candida
(Difco) que, por sua vez, permaneceu por 48 horas na incubacéao, foi realizada a
contagem do numero de unidades formadoras de colbnias.

Os experimentos foram realizados em triplicata, em 3 ocasides diferentes, e
todos os resultados foram representados como Logio UFC/mm?.

2.5.2 Avaliagao da atividade metabdlica
A atividade metabdlica foi avaliada através do ensaio de redugao do XTT (2,3-

bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium
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hydroxide; Sigma-Aldrich) apds o periodo de contato dos biomateriais com os
biofilmes [21].

Os blocos de dentina contendo os biofilmes resultantes, como também os
blocos considerados “brancos”, os quais passaram pelo mesmo processo de
incubag&o dos demais grupos, contudo sem entrarem em contato com nenhum tipo
de microrganismo ou biomaterial, sendo utilizados apenas com o propédsito de
eliminagcdo da leitura do comprimento de onda referente a dentina, foram
transferidos para placas de 96 pogos contendo 200 pL de uma solugdo de 150 mg
XTT/L e 10 mg de metassulfato de fenazina/L em cada pogo. As placas foram
incubadas a 37 °C no escuro, com agitagdo de 120 rpm. Apos 3 horas, a
absorbancia foi lida a 490 nm. Os valores de absorbancia foram padronizados por
unidade de area dos blocos de dentina (absorbancia/mm?).

Os experimentos foram realizados em ftriplicata, em 3 ocasides diferentes.

2.5.3 Avaliagcao da estrutura dos biofilmes

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) [22] foi utilizada para examinar
a estrutura dos biofilmes apds contato com os biomateriais. Imagens do grupo
controle também foram incluidas nesta analise. Para a analise, os biofilmes
resultantes foram desidratados com alcool (usando etanol 70% por 10 minutos,
etanol 95% por 10 minutos e etanol 100% por 20 minutos) e secos ao ar por 20
minutos. Posteriormente, as amostras de biofiimes foram montadas em stubs de
aluminio, revestidas com ouro e observadas em um microscopio eletrbnico de
varredura (S-360, Leo, Cambridge, EUA).

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram organizados em tabelas especificas e o teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado para a avaliacdo da normalidade e a homocedasticidade
daqueles. Na sequéncia, os dados foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA), com excecao dos dados para o XTT de biofilme simples de E. faecalis, os
quais foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis. Para todos os testes, foi fixado o

nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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3 RESULTADOS

As tabelas 1, 2 e 3 mostram as médias logaritmicas de UFCs/mm?, bem
como as médias de absorbancia por mm? obtidas a partir do ensaio de reducédo do
XTT para avaliagao quantitativa de viabilidade celular, apds 24 horas de contato dos
biofiimes de C. albicans, E. faecalis e misto, respectivamente (Tabelas 1, 2 e 3). A
comparagao entre os biomateriais revelou que ndo houve diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle (p>0,05). Os biofiimes ndo foram completamente
eliminados, independentemente do tipo, se simples ou misto e, também, do

biomaterial utilizado.

Tabela 1. Média logaritmica de UFC/mm? e média de absorbancia por mL? (XTT)

para biofilmes simples de C. albicans de acordo com 0s grupos experimentais.

Grupos UFC/mL? XTT (Absorb/mL-?)
Grupo C 5,91 + 0,03 0,08 + 0,011
Grupo MTA 5,72 + 0,17 0,09 + 0,014
Grupo NeoMTA Plus  |5,49 + 0,30 0,09 + 0,009

Tabela 2. Média logaritmica de UFC/mm? e média de absorbancia por mL? (XTT)

para biofilmes simples de E. faecalis de acordo com os grupos experimentais.

Grupos UFC/mL? XTT (Absorb/mL-?)
Grupo C 6,43 + 0,45 0,11 + 0,046
Grupo MTA 6,72 + 0,40 0,09 + 0,015
Grupo NeoMTA Plus 6,58 + 0,52 0,11 + 0,045
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Tabela 3. Média logaritmica de UFC/mm? e média de absorbancia por mL? (XTT)

para biofilmes mistos de acordo com os grupos experimentais.

UFC/mL-? UFC/mL-? XTT (absorb/mL-
C. albicans E. faecalis 2)
Grupo C 6,02 + 0,12 6,94 + 0,40 0,07 + 0,003
Grupo MTA 5,97 + 0,25 7,02 + 0,56 0,07 + 0,004
Grupo NeoMTA (5,90 + 0,35 6,66 + 0,36 0,07 + 0,012

Ao analisar as imagens obtidas por meio da MEV, verificou-se a presenga de
biofilme monocamada de E. faecalis recobrindo parcialmente a superficie dos
espécimes analisados, independente do grupo experimental (Figura 2A a C). O
biofiime simples de C. albicans revelou uma densa rede de leveduras e hifas
interconectadas, cobrindo totalmente a superficie dos espécimes, independente do
grupo analisado (Figura 2D a F). A estrutura do biofiime misto manteve-se
homogénea entre os diferentes grupos do presente trabalho, evidenciando uma
arquitetura robusta composta por multicamadas de leveduras e células bacterianas
(Figura 2G a l).



E. faecalis

C. albicans

E. faecalis +
C. albicans

20

Controle MTA Neo MTA

Figura 2 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos biofilmes
simples de E. faecalis (A a C), C. albicans (D a F) e misto das duas espécies (G a
I) formados na superficie dos blocos de dentina e expostos ou nao aos
biomateriais estudados. As imagens presentes no canto inferior esquerdo das
figuras 2G, 2H e 2l representam a ampliagcao das areas identificadas pelas setas

brancas. Magnificagao: 5000 X. Barras: 2um.

4 DISCUSSAO

Este estudo analisou a capacidade antimicrobiana do NeoMTA Plus, um
novo cimento endoddntico bioativo, comparando-o a um de seus precursores, o MTA
Angelus.

Os resultados da avaliacdo da atividade metabdlica e das UFCs mostraram

presenca de biofilme em todos os grupos experimentais, evidenciando a auséncia de
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acao antimicrobiana sobre biofilmes simples e mistos de E. faecalis e C. albicans.
Esses resultados estdo em linha com a analise qualitativa de MEV, a qual nao
mostrou diferengas estruturais entre os biofiimes do grupo controle e aqueles
expostos aos biomateriais.

Esses achados foram semelhantes aos encontrados por Jardine et al. [17],
em 2018. No citado trabalho, os autores avaliaram a ac¢ao antimicrobiana do
NeoMTA Plus, Biodentine e MTA sobre biofiimes multiespécies. Verificou-se que
nenhum dos cimentos testados foi capaz eliminar de maneira efetiva os
microrganismos presentes no Dbiofilme, visto que cerca de 50% destes
permaneceram viaveis apos o contato com os biomateriais.

Outros trabalhos também evidenciaram o poder antibacteriano limitado do
MTA sobre E. faecalis, demonstrando que ele € menos eficiente quando misturado a
agua estéril do que versbdes associadas a particula de prata, a qual apresentou
melhor resultado, seguida pela associacdo do MTA com clorexidina 2%. [23].
Quando os microrganismos encontram-se organizados em biofilmes, a acgéo
antimicrobiana do MTA também parece nao ser tao efetiva [17].

Uma revisao da literatura conduzida por Parirokh e Torabinejad [7], em
2010, mostrou que o MTA tem efeito antibacteriano e antifungico comprovados.
Porém, segundo os varios estudos analisados por estes autores, a redugdo da
proporcdo pod/liquido, a fonte do material de preparagdo do MTA e as varias
espécies dos microrganismos testados podem afetar de maneira adversa tal
propriedade antimicrobiana [24-38].

A acdo antimicrobiana do MTA Angelus esta fortemente associada a sua
capacidade prolongada de liberagcao de ions hidroxila. Esse ion hidroxila dissociado
cria um ambiente de alto pH, inibindo atividades enzimaticas essenciais para o
metabolismo microbiano, crescimento e divisao celular [39].

Em estudo recente, EIReash et al. [40], utilizando o método de difusdo em
agar para testar a exposicdo direta de alguns microrganismos (E. faecalis,
Enterococcus  faecum,  Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  mutans,
Porphyromonas gingivalis e C. albicans) aos biomateriais recém manipulados,
deixando-os em contato por 48 horas, sendo feitas leituras das zonas de inibigdo
com 12, 24 e 48 horas, evidenciaram que os cimentos a base de silicato de calcio
apresentaram uma potencial atividade antimicrobiana sobre diversas espécies,

inclusive, E. faecalis e C. albicans, principalmente devido a sua alta alcalinidade,



22

corroborando com o descoberto por Estrela et al. [41] em 1995, que demonstraram
que o pH elevado e a alcalinidade obtida mediante liberacdo dos ions hidroxila
afetam a membrana celular e a atividade enzimatica dos microrganismos [41].
Investigagdes anteriores avaliaram o efeito antimicrobiano do MTA Angelus sobre S.
mutans, Streptococcus salivarius e Streptococcus sanguis, também utilizando o
meétodo de difusdo em agar e mantendo o cimento endoddntico por 24 horas em
contato com os microrganismos, sendo feitas leituras dos halos de inibigcdo apos 24
e 48 horas, tendo como resultado uma agao antimicrobiana valiosa, porém variavel
conforme os diferentes estreptococos e menos eficiente que os cimentos a base de
hidroxido de calcio testados durante o mesmo experimento [42]. Uma diferenca
importante em relacdo as metodologias desenvolvidas por tais pesquisas e este
estudo, é que, exceto no trabalho de Jardine et al.[17], os microrganismos avaliados
nao foram cultivados com intuito de promover a formagao de biofilme, o que pode
ser uma justificativa decisiva frente aos diferentes resultados encontrados.

Embora haja poucos estudos publicados sobre as propriedades fisico-
quimicas do NeoMTA Plus, sua composig¢ao a base de silicato de calcio, semelhante
ao MTA Angelus e ao MTA Plus, pode permitir inferéncias entre tais materiais, pois o
p6 dos mesmos difere apenas no tipo de radiopacificador adicionado [11]. Siboni et
al. [43] constataram que o NeoMTA Plus é capaz de elevar consideravelmente o pH
do meio e manter essa caracteristica por um periodo mais prolongado do que o MTA
Plus. Tal fato pode estar relacionado a sua maior solubilidade e a formagao de uma
camada de fosfato de calcio (CaP) em sua superficie [43,44]. Ainda relatado por
Siboni et al. [43], essa capacidade de liberacdo e difusdo ativa de hidréxido de calcio
dos cimentos através da dentina, formando CaP pode estar correlacionada a
propriedade antimicrobiana dos mesmos, além de ser interessante para aumentar a
estabilidade destes dentro do canal radicular, melhorando assim a vedagao e,
consequentemente, diminuindo as chances de contaminagdo por novos
microrganismos. Entretanto, os autores sinalizam a necessidade de mais estudos a
serem conduzidos com intuito de confirmar tal achado.

No presente estudo, a indugdo a formagao dos biofilmes teve como objetivo
simular uma situacéo clinica de infeccdo secundaria ou persistente, considerando os
microrganismos mais resistentes: E. faecalis e C. albicans [45-47].

Enterococcus faecalis trata-se de uma bactéria gram-positiva, anaerobia

facultativa e altamente virulenta, especialmente devido a sua capacidade de aderir
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as superficies e formar comunidades microbianas incorporadas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares [48]. Por sua vez, C. albicans é um fungo
considerado aerébio, no entanto, atualmente ja é sabida a sua capacidade como
anaerdbio facultativo [49]. Estudos recentes demonstram que a frequéncia desse
microrganismo no interior dos canais radiculares em infecgbes persistentes pode
variar de 18 a 22% [21, 22, 50].

Os microrganismos utilizados nesta pesquisa, para contaminagdao dos
espécimes e formagao dos biofilmes, foram originarios de cepas obtidas a partir de
uma cultura de paciente com broncomicose, no caso de C. albicans, (Anexo C) e de
uma cultura com origem em urina, em relagéo a E. faecalis (Anexo D), podendo este
fato também ter se comportado como um obstaculo para uma atuacao
antimicrobiana mais eficiente do cimento endodéntico avaliado, ja que a produgao de
enzimas e o0 consequente poder de viruléncia de cepas podem ser diferentes
dependendo do seu local de extragdo [51].

Com base nos resultados e métodos utilizados por Jardine et al. [17], NeoMTA
Plus nao foi eficaz contra biofilmes multi-espécies. Segundo os autores, isso talvez
possa ser explicado devido a dentina ter promovido um efeito tampao sobre o pH
alcalino do cimento, tendo diminuido a propriedade antimicrobiana deste [52].
Hiremath et al. [53] avaliaram MTA Plus, precursor do NeoMTA Plus, e aquele nao
apresentou capacidade antibacteriana sobre E. faecalis, porém foi eficaz sobre C.
albicans. Os autores justificam que o poder antibacteriano possa ter sido reduzido
devido ao tempo que o biomaterial ficou em contato com os microrganismos (3 dias).
Formosa et al. [54] relataram que a liberacdo de ions hidroxila e o subsequente
aumento do pH, levando a natureza alcalina do material, sdo significativos somente
apos 7 a 14 dias. Entretanto, a pesquisa de Siboni et al. [43] demonstrou que MTA
Plus e NeoMTA Plus induziram a alcalinizagdo do meio logo apdés 3 horas de
imersdo e que o pH comegou a diminuir depois de 3 dias, mantendo essa
caracteristica até os 28 dias de analises. Ja a liberagdo de ions calcio ocorreu
imediatamente apds a imersdo da amostra, atingindo seu nivel maximo apés 3
horas, em ambos os materiais, sendo mais significativa para o NeoMTA Plus durante
os 3 primeiros dias. Essa liberacdo foi diminuindo apds 7 dias, comportando-se
assim até os 28 dias, demonstrando atividade residual a longo prazo.

No presente trabalho, o tempo de contato dos biomateriais com os biofilmes

foi de 1 (um) dia, j@ que nas primeiras 24 horas sdo esperadas suas atividades
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antimicrobianas maximas [55, 56], considerando-se que elas sejam sustentadas pela
alcalinizagdo do meio logo apos a manipulagéo [43]. Analises com diferentes tempos
de contato do biomaterial com os biofilmes podem ser realizadas para a confirmacéao
dos resultados obtidos.

Sendo desconsideradas as diferengcas metodolégicas durante a indugdo da
formacao de biofilme, nosso estudo vem ao encontro dos resultados obtidos por
Jardine et al. [17], visto que naquela investigagdo, o NeoMTA Plus também nao
demonstrou capacidade antimicrobiana estatisticamente significante. Tal fato talvez
possa ser explicado pela presenca dos biofilmes, que apresentam maior resisténcia
aos agentes antimicrobianos [45-47].

Este estudo, assim como outros presentes na literatura [57-60], chama
atencao para a importancia da desinfecgao quimica e mecanica durante o preparo
do sistema de canais radiculares, como forma de redugao da microbiota ali presente
e, também, da presenga de propriedade antimicrobiana nos biomateriais utilizados
na terapia, para que possam ter agao contra microrganismos residuais e resistentes,
impedindo a sua proliferagao.

Para estabelecer-se completamente a capacidade antimicrobiana do NeoMTA
Plus, torna-se interessante a condugédo de novas investigagbes com metodologias
padronizadas que permitam comparag¢des mais fiéis entre os resultados e auxiliem

desta forma a conducao tanto de estudos in vivo, quanto clinicos.

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados e metodologia utilizada, pode-se concluir que
NeoMTA Plus nao foi eficaz contra os biofilmes simples ou misto de E. faecalis e C.
albicans.
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ANEXO A
SOLICITAGAO DE DOAGAO DE DENTES BOVINOS ENVIADA AO
FRIGORIFICO.

Q 0 e st e PRO-REITORIA DE PESQUISA E PDSvGHlDu.ﬂEID
RAPM.AM4 O
l l pOgia natporE@umpeste. br W

Camput Nl Rodovia Raposo Tavares, KM 672 - Eairro Limoeiro - CEP 13067 176 - Presidente rudonte SP - www.unaeste b

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO EM ODONTOLOGIA
Area de concentragdo: Clinica Odontolégica

Presidente Prudente, 30 de agosto de 2018

I
JBS - Friboi - Andradina/SP

Wenho por meio deste, solicitar a doagdo de dentes bovinos de animais selecionados
para abate, com fins de pesquisa laboratorial a ser realizada no Programa de Mestrado
em Odontologia da Faculdade de Qdontologia de Presidente Prudente , Unoeste. A aluna
responsavel pela coleta serd Vanessa Peret Jacob, e a coleta ocorrerd nas datas
sugeridas de 20 e 21 de setembro de 2018

Sem mais para o presente momento, aproveito para reiterar meus votos de estima

e consideragao.

- —
i =
- X, 2l

Dt W LS

Profa. Dra. Graziela Garrido Mori Panucci

Coordenadora - Mestrado em Odontologia



ANEXO B
CERTIFICADO DE ESTERELIZAGAO POR OXIDO DE ETILENO

— et s A T ARAS TRt o
CNPJ 74.554.180/0001-09 M.5. 1.03.1984-9

LAUDO DE ESTERILIZAGAD
HOSPITALAR

Clisnte; VANESSA PERET JACOE Codige: 3080 Sator: W/A
Ateatamos gue o8 materials referentes ao pedide n®. 721758 do dia 17/10/201%, foram submetidos ac cicle de
saterilizacas a Guide de Etileno lote 20174-1 data 17/10/201%, dentro dos seguintes parimetros:

Autoclave n%..... 02 Central I

05100 Hora(s] (+= 3 minuto(a))

ETO[Saquinds raf. da Portaria Interministerial n"d82 de LESD4/1993)
=0.55 bar [+= 0,10 bar)

3 minuto(al (*= 1 minuto(a])

1 & & minutaia)l até -0.15 bar [#= 0,20 bar)

210 minute[s] (*= 1 minutaial) Temparatura; 37 a 63 °C

40 A B0 %

=0,.50 bar [+= 0,10 bar)

B0 minutsi{s] (= 1 mimuto(s)

PO 07=-021

PO 07=021

[X) OF = Resultado Satiafatérioc.

Gha EAlizado.c0mauas
Vibsus Indcial.cccnnnasn
Tampo de Condiclonamento.:..iisssases
Tempo de Freasurizagdd. . corrssnnns
Tampo da Fase de Eatecilizacio.
Umidade Relativa..
VYaooo FAInE) ccssssrssssnsinannibinnsis

Aaragho Meclnlolm......ccs0000580004
Amrache Meclnlca For
Amracho Aebiental...
Indicador Quimico e IntegradoCeasnaas

Indlieador Blolbgics [BIOMOVA |lote.....: ROC 102020 [10(6)esporcss de Bacillus atrophasus [ATOC3IT2).: MEGATIVC
lote do Agente Esterlillizante.....

TESTE DE ESTERILIDADE

Lasdo De Andlise do Lekte: 2001T4-2
Meios de Culturs...! Caldo de Tioglicolato Lote([19029) o T9B Caldo Triptico de So]a Lote[l4917) ,Marca MEWPROV
Tempo de IncubscBo.: 14 diss, Temparsturs de Incubaglc respectivaments 30 a 37°C & 20 A 25°C.
Amostra analisasda..: EXTENSAD 3ILICOME
Dara do incubsagas ZLS10/2019
Data de leituca. 0L 1172019
RESULTADO. .... HEGATIVC
OOMCLUERD: & sussasst AMOSTRA. SATTSFATORIA

ANALISE CROMATOGRAFICK DE QRIES MESTOURTS
Lasdo de Anklise do Lote: 20074-3
jerive.: Anallaar reslducs de oxlido de etilenc(ETO),etilenoglicol [ETGL) & stilencclorideins|ETCH)
pmvnniunLn: do processo de aaterilizacso por Oxido de Etileno, avaliando a eflcécia da asracac.

Amostra analissds.. ... . ..-.8
Classificschs flslco-quinica: SILICONE Material gue contata: HUCOSA
Daca de andlise.............¢0 227102019
ennd EFD... < 250 ppn

ETCH.. < 250 ppm

ETGL.. <« 5000 ppm
CONCLUSAD. o s cxvancsnssnnnsss? AHOSTRA SATISFATORIA
ba: MetodologiaiCromatografisa Gascsa (IS0 10933-7:2008 / Cor 1:IZD09: Blologlcal evaluation of medical
devices- Part T: Ethylens cxlde stecilization residuals).
0 pasultads refere-se a conoentragho no liquido utilizado para extragls.

Q resultado & valido exclusivamente para a amostra amaliasda.

Ao realizar ciclos com uma consténcia de parSmetros|concentracho de gAs,tespo de seraclo,tempo de expoaiclol
¢ materiais ds mesma compoalcho flalco-quimica & design, espera-s¢ o8 mesmos resultados.

Limlites Miximos de residucs em correlatos: (ppm)

| CORRELATS |ETO |ETCH |ETGL l 3 I
J= —— e mmme e s 1 I [
| Implantes | I I I
| == e — e e e | ———— e - [ miied |
| Pequenc {10g) 1280 1250 | OO0 [

| ——— | —————— | ———————————————— | |
IMédla (310 = <100g) 1060 | 2000 I
et | 1 | et —————
|28 12% | SO0 |

| ——— ———— e el e - o | |
|ispositives Intea=iltarinos 15 110 110 |
et e e el = | e |
|Lentes Intra=Oculsarses 125 12% | Sl ]
R R R e e R e i e i . T M L . T R |
|ICarralntos que contatam & mucosa|250 1250 | SO00 |
e ———| - e e et |

atos gue contatam o sangue|25 125 o |

M o e e ) i i e e e b
|Corralatos que contatam a pele |250 1250 | 5000 I
e ] s =i e e e |

|Esponias Clrirglcas 125 1250 | 500 |
P = | I | ]
Tabela Comparativa de Limites de ETO.ETCH e ETCGL conforme Portaria Interministerial n® 482, ds 16 de Abrpil
e 1999,
Conclusfor Indlcadoresa quimicoa a blalédgico, teste de esterilidade & andlise

cromatogeraflca apresentam resultados satisfatécioa.

ANTONIO SERGIC ROCHA JUNIOR
QuiMIoD
CRQ-IV 04165194

“Eaba Tandn & smiFidn slarroninsmenta & & vAlicdn ses sssinafars

34



ANEXO C

REFERENCIA DA CEPA DE Candida albicans ATCC 10231

ATCC

Candida albicans (ATCC®
10231™)

@um:mum

Strain Designation: 3147 [CBS 643, CCY 29-3-108, CIF 48.72, DSM 1388, IFO 1584, NCPF 3178 NCYC
1363, Wi+ 3147, VTT C-B5181)

Deposited Mame: Candida abicans (Robin) Barkhout

Antigenic Properties: Serctyps A

Product Description: An ampouls containing viabis colls (may nchade pores and niyoelia) suspended in
cryoprosnctant

’i? FPropagation

Plaase mead this FIRST

Intended Use

Thits produdt & iviended fof resesich use only. I is nol
mhanded for any animal or human IharapsuNic of
diagioslic use

Citation of Strain

I use of this. cullure resuls m e scerdfc publicabon, i
should be cited in that manuscrigl in B fobowing
mannes; Candida alticans (ATCC® 10231™)

Ammrican Type Cultisrs Cofiecton
PO Bon 1548

Merarma VA 20108 Li8A
e L i

Email Techiuic: eog

OF SO Yo iD0a! SEEDLr

Page1of2

The: infarmation recommended in this section is to assist users in obiaining living cullure(s) for their studies.
The necommendation doed nol imply that the condiions or procedures. provided balow s oplimum
Exparienced researchers may indtisbe the growth of a cultune in their own way

ATOC® Medium 200: YM agar of YM broth
ATCCY Madium 28: Emmans’ mediication of Saboursud's agar
ATCC™ Madum 1245 YEPD

Growth Conditions
Temparature: 24°C o 25°C
Atmosphiere: Typical asrobic

Recommended Procedure
For freepe-dry [lyophilized) ampoules:
1. Open an smpoule according to enclosed instructions.
2. From a single lest tube of sterile distilled water (5 to 8 mL), withdrow approximately 0.5 10 1.0 mL
with a sterie pipetie and apply dimctly to the pellel Siir to form a suspension
3 Aseptically ransher the suspension back into the test fube of sterile distiled water
4, Lt the test ubs sit 8t room tempemiure (25°C) undisturbed for at least 2 hours; bnger (e.g.,
cwarnight) rabydration might incraaso viabilty of soma fungi
5. Mix the suspension well. Use several drops. (or make diutions § desred) 1o inoculale recommended
salid or liquid medium. Include & conirol that ecelwes ne inoculum
B. Incubate the inoculum at the propagation conditions. recomenendsed
Imspect for growth of the incculumistrain regularly. The sign of viabdity is noticeable typically after 1-2
days of ncubation. However, the time necessary for significant geowth will vary from sirain to sirain

=4

Colony and Cell Morphology: On YEPD agar after 2 days af 25°C, colonies are cream-colored, shiry, and
smooth. Oider colonies show filamernts-lke stiructure st the margin and may have ridges or foiders, Galls are
ovesd (3 0-8.0 x 4080 pm), budding, mastly singly and rarely clustersd in young culture. Cals will elongate
ard farm chain-lie branched pssudofyphas in clder culture

B Vo

This strain is recommendesd by ATCC for use in the tests described in ASTM Standard Test Method ES78-81
whare onily the tawon |5 specified, For stedility teating, nol mode than five passages from the ATCC culbure
should be used, Purified genomic DA of this strain i svailable 83 ATCC 10231D-5™

Agaticnal, updated information on tis pfoduct may be available on e ATCC® web site at www aice ong,

§ DNA Sequence

185 ribosomal RMA gens, partial saquance; intemal ranscribed spacer 1, 585 ribosomal RNA gena,
and intermial transcribed spacer 2. complate sequence; and 265 ribosomal FENA, gena, partial sequence
GETTTCCGTAGGTGAACC TGO GG AAGGATCA TTACTRATT TGC TTAATTGCACCACATG TGTTTTTCTTT
GAAACAAACTTGCTTTGGOGE TRGGOCCAGCC TOCCGCCAGAGGTC TAAACT TACAACCAATTTTTTAT
CAACTTGTCACACCAGATTATTACTAA TAGTCAAMAC TTTCAACAACGRATCTCTTGG TTCTCGTATCGA
TEAAGAACGCAGOGAAM TGCGA TACG TAATATGAA TTGCAGATATICG TGAATCATCGAATCTTTGAA
A T TGO GO T TG TAT IO GGAGGGCA TGO TG TT TGAGCG TOG TTTCTOCC TCAAACCGC TGS
GGG TG T TGAG AL TACGAC TTGGGTTTGC TTGAAAGACGG TAGTGGTAAGGCGOGATCRCTTTGA
CAATGGCTTAGG TC TAAMCCAAAMCA TTGC TTRCGGCEETAACG TCCACCACG TATATC TTCARACTTT
GACCTCAAATCAGGTAGGAC TACCOGCTGAACTTAMGCATATCAATAR

D02 ragean of the 265 rbosomal RNA gene
ATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGA TTGCC TCAG TAGCOGCGAG TGAAGCGGCAAA

35



ATCC
Candida albicans (ATCC®
10231™)

Please read this FIRST

Intanded Usa

This product s intendad for ressarch wso only. Il s ol
nlended for sy animal or human thenapestio or
dlagncrlic U

AGCTCAM TTTGAA TCTRGCG TCTTTGECGTCOGAGT TGTAATTTGAAGAAGGTATC TTTGRGCOCGE
CTCTTGTC TATGTTCCTTGGAACAGGACG TCACAGAG GO TRAGAATCCCGTECGATGAGA TGACDOGG
GTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAG TOGAG TTGTTTGRGAATGCAGC TCTAAG TGGE TGETARATTCLA
TCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGA TAGCGAACAAG TACAG TGATGGAAAGA TGAARAGAAT
TTTGAAMAGAGAGTGAMAAAG TACGTOAMA TTG TTGAAAGGGAAGEGC TTGAGATCAGACTTGGTAT
TG A TG TG T T T GGG GG OGO G TGOS TT TACDR RGO AGCATCOG TTTGEAGCGGCAGS
ATAA TGO GGAGGAA TG TG GCAC GG TIC T TR TG TETTATAGCC T TRACGATACTGOCAGCCTAG
ACCGAGGACTGOGGTTTTTAACCTAGGATG TTGGCATAATGATCTTAA

%‘m

Man with branchomycosis

. References

Reforences and ohed inforration relafing to this product are svailabée onling af werw atce org.

'& Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedusres should always be used wilth this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Blosafely in Microbiological and Biomedicsl Laboralories from the US
Departmant of Health and Human Services Confars for Disesse Contrel and Prevention and MNational instiubes
for Health,

ATCC Warranty

ATCC® products ane wamanied for 30 days from the date of shipment. and this warranty is valid only if the
product is stoned and handied according fo the information included on this produe infarmation sheet. If the
ATOC® product is a living cell or microceganism, ATCC lists the meda formulation that has baen found o be
aifaciive for this product Whils other, unspscified media may abo produce satsfaciory resuls, 8 changs in
media o the absance of an sdditive from the A TCC recommaendsd media may alect recovery, growih andior
function of this product. f an alemative medium lormulation i used, the ATCC warmanty for viabiliy is no
langet valid

Disclaimers

Citation of Strain

I e of this culture resulls in & scentific publication, §
should ha il in thal marsscipd n the followsrg
manner: Candids abicans (ATOC® 10231™)

Amerzas Type Cutue Colechion
PO Baa 1548

Marassan, VA JHOE LSA

e ML S

BO0 A28 BAST
Fax 703 385

Email Techians 0

TIEL 388 TT00

r fanisc! mmur el Sarayor

Page 2 of 2

This product is intended for boratory research purposes only. It s not intanded for uBe in humans.

While ATCC uses masonable effodts lo include sccurale and up-to-date information on this product sheet
ATCC makes no warranties of reprosentations &s 1o its accuracy, Citations from scientific iterature and
patents afe provided for informational purposes cnly, ATCC dess not warrant that such information has been
confirmed 1o bs acourate

Thes product i senl with ihe condition that you are responsible for its sale storage. handiing. and use. ATCC
is not kbl for any damaged of injures arising from receipt and/cr uss of this product. Whils reasonabia effort
5 made (o insure authenticity and reliabiity of materials on deposi, ATCC is nol lable for damages orming from
tha Fisidertification of misteps 1 of such matemnats

Please see the Transfer Agn (NITA for further detssls regarding the wse of this
product. The MTA i alsc avallable on eur Wb site at www atcc org

Addionsl infeTaton On s DilelE & &k bis on S ATCC wet sie ol swe stoc 06
QATCC 2008 AN g neseeved ATOC m o regadecsd radesnark of e Amedican Tyge Culsre Collaction 12y

36



37

ANEXO D
REFERENCIA DA CEPA DE Enterococcus faecalis CCCDE 002

Certificado de Anélises
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E"I"" L coDIso: 224200
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DATA DE FAB.: JULHO / 2016 DATA DE VAL.: JULHO [ 2021
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Este Documento certifica gque o organismo em questio fol cultivado pela Celar Diagndstica tendo sido obtido de sua coleglo de cultura,
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Ausénria de contaminagio.
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Cepa de origem - Lote: L 1500
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ANEXO E

GUIDELINES DE SUBMISSAO DA REVISTA “CLINICAL ORAL INVESTIGATION”

@ Springer

Journal home »  Submission guidelines

Clinical Oral Investigations

Link para acesso as normas de submiss&o da revista:
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RESUMO



Ação antimicrobiana do NeoMTA Plus em biofilmes simples e mistos de Enterococcus faecalis e Candida albicans : um estudo in vitro



Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade antimicrobiana do NeoMTA Plus sobre biofilmes simples e mistos de Enterococcus faecalis e Candida albicans.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 171 blocos de dentina medindo 4x4x1mm, os quais foram incubados por 2 dias, em meio contendo 1x107 células/mL de C. albicans e/ou 3,1x108 células/mL de E. faecalis. Na sequência, os blocos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: grupo I - não recebeu biomaterial (controle); grupo II - recebeu uma amostra de MTA após a sua presa, com as mesmas largura e espessura do bloco de dentina; e grupo III - semelhante ao grupo II, diferindo somente o biomaterial utilizado, que neste caso foi o NeoMTA Plus. Os biomateriais permaneceram em contato com os biofilmes por 24 horas. Após o período de contato, foram realizadas as análises de quantificação das unidades formadoras de colônias (UFCs) e da atividade metabólica (XTT), além da análise qualitativa da estrutura dos biofilmes por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os dados foram analisados e submetidos à análise estatística com nível de significância de 5% (p<0,05).

Resultados: Para todos os grupos houve a presença de atividade metabólica (XTT) e UFCs, não havendo diferença significativa entre os grupos (p>0,05) independentemente do tipo de biofilme analisado (se simples ou misto) e, também, do biomaterial utilizado. A estrutura dos biofilmes mantiveram-se homogênea entre os grupos deste trabalho.

Conclusão: Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que NeoMTA Plus não foi eficaz contra os biofilmes simples ou misto de E. faecalis e C. albicans.

Relevância Clínica: Novas análises devem ser realizadas incluindo a associação dos citados biomateriais com anti-sépticos e/ou terapias coadjuvantes para remoção de biofilmes.



Palavras-chave: Biofilmes , Biomateriais, Enterococcus faecalis, Candida albicans.















ABSTRACT



Antimicrobial action of NeoMTA Plus on single and mixed biofilms of Enterococcus faecalis and Candida albicans: an in vitro study



Objective: The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial capacity of NeoMTA Plus on simple and mixed biofilms of Enterococcus faecalis (E. faecalis) and Candida albicans (C. albicans).

Materials and Methods: 171 dentin blocks measuring 4x4x1mm were incubated in medium containing 1x107 cells/mL of C. albicans and/or 3,1x108 cells/mL of E. faecalis for 2 days. The blocks were randomly divided into 3 groups: group I - did not receive biomaterial; group II - received a sample of MTA after setting time, with the same width and thickness as the dentin block; and group III - similar to group II, but the biomaterial used was NeoMTA Plus. Biomaterials remained in contact with biofilms for 24 hours. in addition to the qualitative analysis of the structure of biofilms by scanning electron microscopy (SEM). After contact period, colony-forming units (UFCs) and metabolic activity (XTT) quantification analyzes were performed. Furthermore, qualitative analysis of the biofilm structure was performed through scanning electron microscopy (SEM). Data were analyzed and submitted to statistical analysis with a significance level of 5% (p <0.05).

Results: For all groups it was confirmed the presence of metabolic activity (XTT) and UFCs, with no significant difference between groups (p> 0.05). Type of biofilm (simple or mixed) and biomaterial used (MTA or NeoMTA Plus) did not interfere the result. The biofilm structure remained homogeneous among the groups.

Conclusion: Based on the present results, it can be concluded that NeoMTA Plus was not effective against simple or mixed biofilms of E. faecalis and C. albicans.

Clinical relevance: New researches should be carried out – including the association of the aforementioned biomaterials with antiseptics and/or supporting therapies – to remove biofilms.



Keywords: Biofilms, Biomaterials, Enterococcus faecalis, Candida albicans.
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1 INTRODUÇÃO



Um número significativo de novos cimentos endodônticos bioativos (BECs) vem sendo introduzido no mercado, tendo, a sua grande maioria, composições à base de silicato de cálcio [1]. Esses cimentos têm sido desenvolvidos com o intuito de minimizar os inconvenientes encontrados no seu precursor, o Mineral Trióxido Agregado (MTA), porém mantendo as adequadas propriedades físicas, químicas e biológicas deste [1].

O MTA é um cimento de silicato de cálcio baseado no cimento Portland, que foi desenvolvido na década de 90, como biomaterial endodôntico [2-7]. Possui em sua composição 75% de cimento Portland, 20% de óxido de bismuto e 5% de gesso [8] e após sua manipulação são formados silicato dicálcico e tricálcico, aluminato tricálcico, óxido tricálcico e óxido de silicato [6]. É considerado o padrão ouro de tratamento em diversas intervenções endodônticas, dentre elas: reparo em perfurações radiculares, biomaterial em cirurgias paraendodônticas, capeamento pulpar direto, pulpotomia, tampão coronário após obturação, obturação dos canais radiculares e plug na região apical em casos de revascularização [1].

Apesar de apresentar excelentes propriedades químicas, físicas e biológicas, muitas vezes o MTA deixa de ser utilizado por clínicos devido à sua dificuldade de manipulação e longo tempo de presa [8]. Além disso, possui uma grande desvantagem, que é o manchamento da coroa dos dentes nos quais foi utilizado [8]. As características físicas do MTA também podem ser influenciadas pela umidade do ambiente durante a manipulação pó-líquido e pela sua tendência de dissolução em contato com a saliva, quando já manipulado [1]. Portanto, para suprir as falhas relacionadas ao MTA, modificações têm sido realizadas nestes e novos biomateriais surgem com frequência.

Um cimento bioativo desenvolvido recentemente é o NeoMTA Plus (Avalon Biomed, Houston, TX, USA) [9]. Este baseia-se na formulação do MTA Angelus e MTA Plus (Angelus® Indústria de Produtos Odontológicos S/A, Londrina, PR, Brasil) [10], tidos como seus precursores [11]. É um biomaterial dentário à base de silicato de cálcio, e devido a adição de óxido de tântalo (Ta2O5) como radiopacificador, elimina a possibilidade de escurecimento dentário causado pelo MTA [11]. 

Segundo Tanomaru-Filho et al. [11], a substituição do óxido de bismuto por Ta2O5 não afetou a biocompatibilidade e a bioatividade deste material. Em estudo de 2015, Camilleri [12] afirmou que Neo MTA Plus possui radiopacidade adequada e não causa descoloração ou manchamento dentário. Ele produz hidróxido de cálcio, resultante da reação de hidratação do silicato tricálcico, o que é fundamental para a indução e formação de tecido mineralizado. Somado a isso, ainda apresenta potencial de formar fosfato de cálcio, demonstrando alta reatividade quando em contato com fluidos teciduais. 

A ação antimicrobiana também representa uma importante propriedade para  os biomateriais, visto que a presença de microrganismos no interior da massa dentinária e na região periapical podem interferir decisivamente no sucesso do tratamento [13,14]. Esses microrganismos, em especial Enterococcus faecalis e  Candida albicans [15,16] podem estar organizados em biofilmes microbianos [17], tornando-se relevante avaliar o poder antimicrobiano de novos biomateriais sobre  biofilmes [18].  

Portanto, a determinação da ação antimicrobiana do NeoMTA Plus sobre biofilmes simples e mistos de E. faecalis e C. albicans, considerados microrganismos de difícil eliminação, é fundamental para a sedimentação do seu uso clínico ou abordagens diferenciadas durante os protocolos para uso. 

Considerando os aspectos abordados acima, o objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade antimicrobiana do Neo MTA Plus sobre biofilmes simples e mistos de E. faecalis e C. albicans.



2 MATERIAL E MÉTODOS



A metodologia utilizada neste trabalho foi baseada e adaptada dos trabalhos publicados por Faria-Junior et al. [19],  Arias et al. [20] , Do Vale et al.[21] e  Monteiro  et al [22].



2.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 171 blocos de dentina oriundos de incisivos centrais bovinos com raízes completas. Os dentes foram obtidos por meio de doação feita pelo frigorífico JBS - Friboi, localizado na cidade de Andradina, interior do Estado de São Paulo após o abate dos animais para consumo (Anexo A). Os tecidos moles e possíveis cálculos aderidos na superfície radicular foram removidos com auxílio de curetas periodontais (S.S. White Artigos Dentários Ltda – Juiz de Fora, MG, Brasil). Posteriormente, os dentes foram colocados em solução fisiológica (Eurofarma, São Paulo, SP, Brasil) e armazenados em geladeira.

As raízes dentárias foram seccionadas com o auxílio de disco diamantado (Isomet, Lake Bluff, Il, EUA), montado em baixa rotação (cortadeira), sob irrigação abundante. Os cortes permitiram a obtenção de blocos de dentina com 4 mm de largura, 4 mm de comprimento e 1mm de espessura; sendo que de cada raiz dentária foi possível confeccionar 2 blocos. 

Na sequência, os blocos de dentina obtidos foram distribuídos aleatoriamente e posicionados no interior de placas de 24 poços (Costar, Tewksbury, EUA). Estas foram embaladas em papel gral cirúrgico e esterilizadas com óxido de etileno (Anexo B) para a remoção de qualquer contaminação pré-existente. 



2.2 Cepas de microrganismos e condições de crescimento microbiano

	As seguintes cepas de referência da American Type Culture Collection (ATCC) e Coleção de Culturas Cefar Diagnóstica (CCCD), respectivamente foram utilizadas: C. albicans ATCC 10231 e E. faecalis CCCDE 002. Culturas dos microrganismos mantidas a -70 °C em glicerina foram semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco, Le Pont de Claix, França) e Agar Infusão de Cérebro e Coração (BHI Agar; Difco), respectivamente para C. albicans e E. faecalis. Cada microrganismo foi cultivado por 24 horas a 37 ºC. Para C. albicans, uma alçada da cepa obtida das placas de ASD foi suspensa em 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco) e incubada a 37 ºC durante a noite, sob agitação de 120 rpm. Colônias de E. faecalis foram inoculadas em 10 mL de caldo BHI (Difco) e incubadas estaticamente durante a noite a 37 ºC. 

Após o período de incubação, as células fúngicas e bacterianas foram recuperadas por centrifugação a 8000 rpm por 5 minutos a 15 ºC, e os “pellets” de células foram lavados duas vezes com 10 mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7). A quantidade de células fúngicas foi ajustada para uma concentração de 1x107 células/mL em caldo BHI com auxílio de uma Câmara de Neubauer e um microscópio óptico, enquanto a quantidade de células bacterianas foi ajustada espectofotometricamente para uma concentração de 3,1x108 células/mL em caldo BHI.



2.3 Contaminação dos espécimes e formação de biofilme

Os blocos de dentina, devidamente esterilizados dentro das placas de 24 poços, receberam 1 mL do inóculo de cada cepa (preparado no item 2.2) em cultura simples (1000 µL de 1 × 107 células/mL C. albicans ou 1000 µL de 3,1 × 108 células/mL E. faecalis) e mista (500 µL de 2 × 107 células/mL C. albicans + 500 µL de 6,2 × 108 células/mL E. faecalis). As placas foram incubadas em estufa a 37 ºC por 2 dias, permitindo a formação de biofilme sobre os blocos de dentina. O meio de cultura (caldo BHI) foi renovado completamente após 24 horas, sem a adição de novos microrganismos.



2.4 Ação dos biomateriais sobre os biofilmes

Após o período de 2 dias, os biomateriais foram manipulados de acordo com as recomendações do fabrican[image: pasted-image.png]te e inseridos sobre uma matriz feita com Silatec, (Dental Milestones Garanteed-DMG, Hamburgo, Alemanha) confeccionada a partir da moldagem dos próprios blocos de dentina dispostos na tampa de uma placa de 24 poços (Figura 1A). Desta forma, pode-se padronizar a quantidade de biomaterial compatível com o tamanho dos blocos dentina (4 mm x 4 mm x 1mm). 

Após 4 horas da espatulação dos biomateriais e inserção dos mesmos na matriz, o corpo de prova obtido foi deslocado cuidadosamente da matriz e colocado sobre os blocos de dentina contendo os biofilmes (Figura 1B), com auxílio de pinça clínica estéril.













Figura 1: A - Biomateriais utilizados e matriz de silicone para confecção e padronização dos blocos de biomaterial; B - Blocos de dentina em contato com biomaterial.

Assim, pode-se determinar os seguintes grupos de acordo com o biomaterial utilizado: 

Grupo Controle (Grupo C [n= 57]), não recebeu biomaterial; 

Grupo MTA ([n= 57] Angelus® Indústria de Produtos Odontológicos S/A, Londrina, Paraná, Brasil.), recebeu uma amostra padronizada de MTA após a sua presa, com dimensões semelhantes ao bloco de dentina; 

Grupo NeoMTA Plus ([n= 57] Avalon Biomed, Houston, TX, USA), recebeu uma amostra padronizada de NeoMTA Plus após a sua presa, com dimensões semelhantes ao bloco de dentina . 

Cada espécime foi inserido em placas de petri estéreis e umidificado com 20 mL de PBS estéril. As placas de petri foram incubadas em estufa a 37 ºC por 24 horas. 

Após o período de contato do biometarial com o biofilme (24h), realizou-se análises de quantificação das células cultiváveis, da atividade metabólica dos biofilmes resultantes e da estrutura dos biofilmes.



2.5  Forma de análise dos resultados 

2.5.1  Quantificação das células cultiváveis

	O número de células cultiváveis foi avaliado pela quantificação das unidades formadoras de colônias (UFCs) [20]. Assim, após o período de contato dos biofilmes com os biomateriais, os blocos de dentina foram transferidos para tubos falcon contendo PBS e vortexados por 90 segundos. 

Para a quantificação de UFCs dos biofilmes simples de C. albicans e E. faecalis, as diluições foram plaqueadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco) e BHI agar, respectivamente. Para a quantificação de UFCs do biofilme misto, utilizou-se Chromagar Candida (Difco) e BHI agar suplementado com anfotericina B (Sigma-Aldrich). Após 24 horas de incubação a 37ºC, com exceção do Chromagar Candida (Difco) que, por sua vez, permaneceu por 48 horas na incubação, foi realizada a contagem do número de unidades formadoras de colônias. 

Os experimentos foram realizados em triplicata, em 3 ocasiões diferentes, e todos os resultados foram representados como Log10 UFC/mm2.

2.5.2  Avaliação da atividade metabólica

	A atividade metabólica foi avaliada através do ensaio de redução do XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide; Sigma-Aldrich) após o período de contato dos biomateriais com os biofilmes [21].

Os blocos de dentina contendo os biofilmes resultantes, como também os blocos considerados “brancos”, os quais passaram pelo mesmo processo de incubação dos demais grupos, contudo sem entrarem em contato com nenhum tipo de microrganismo ou biomaterial, sendo utilizados apenas com o propósito de eliminação da leitura do comprimento de onda referente a dentina, foram transferidos para placas de 96 poços contendo 200 µL de uma solução de 150 mg XTT/L e 10 mg de metassulfato de fenazina/L em cada poço. As placas foram incubadas a 37 ºC no escuro, com agitação de 120 rpm. Após 3 horas, a absorbância foi lida a 490 nm. Os valores de absorbância foram padronizados por unidade de área dos blocos de dentina (absorbância/mm2). 

Os experimentos foram realizados em triplicata, em 3 ocasiões diferentes.



2.5.3  Avaliação da estrutura dos biofilmes

	A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) [22] foi utilizada para examinar a estrutura dos biofilmes após contato com os biomateriais. Imagens do grupo controle também foram incluídas nesta análise. Para a análise, os biofilmes resultantes foram desidratados com álcool (usando etanol 70% por 10 minutos, etanol 95% por 10 minutos e etanol 100% por 20 minutos) e secos ao ar por 20 minutos. Posteriormente, as amostras de biofilmes foram montadas em stubs de alumínio, revestidas com ouro e observadas em um microscópio eletrônico de varredura (S-360, Leo, Cambridge, EUA). 

2.6 Análise estatística

Os dados obtidos foram organizados em tabelas específicas e o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para a avaliação da normalidade e a homocedasticidade daqueles. Na sequência, os dados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA), com exceção dos dados para o XTT de biofilme simples de E. faecalis, os quais foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis. Para todos os testes, foi fixado o nível de significância de 5% (p<0,05).







3 RESULTADOS

As tabelas 1, 2 e 3 mostram as médias logarítmicas de UFCs/mm2 , bem como as médias de absorbância por mm2  obtidas a partir do ensaio de redução do XTT  para avaliação quantitativa de viabilidade celular, após 24 horas de contato dos biofilmes de C. albicans, E. faecalis e misto, respectivamente (Tabelas 1, 2 e 3). A comparação entre os biomateriais revelou que não houve diferença significativa em relação ao grupo controle (p>0,05). Os biofilmes não foram completamente eliminados, independentemente do tipo, se simples ou misto e, também, do  biomaterial utilizado. Grupos

UFC/mL-2

XTT (Absorb/mL-2)

Grupo C

6,43 + 0,45

0,11 + 0,046

Grupo MTA

6,72 + 0,40

0,09 + 0,015

Grupo NeoMTA Plus

6,58 + 0,52

0,11 + 0,045



Grupos

UFC/mL-2

XTT (Absorb/mL-2)

Grupo C

5,91 + 0,03

0,08 + 0,011

Grupo MTA

5,72 + 0,17

0,09 + 0,014

Grupo NeoMTA Plus

5,49 + 0,30

0,09 + 0,009







Tabela 1. Média logarítmica de UFC/mm2  e média de absorbância por mL2 (XTT) para biofilmes simples de C. albicans de acordo com os grupos experimentais.



















Tabela 2. Média logarítmica de UFC/mm2  e média de absorbância por mL2 (XTT) para biofilmes simples de E. faecalis de acordo com os grupos experimentais.











Tabela 3. Média logarítmica de UFC/mm2  e média de absorbância por mL2 (XTT) 

para biofilmes mistos de acordo com os grupos experimentais.



Grupos

UFC/mL-2 

C. albicans

UFC/mL-2

E. faecalis

XTT (absorb/mL-2)

Grupo C

6,02 + 0,12

6,94 + 0,40

0,07 + 0,003

Grupo MTA

5,97 + 0,25

7,02 + 0,56

0,07 + 0,004

Grupo NeoMTA 

5,90 + 0,35

6,66 + 0,36

0,07 + 0,012























Ao analisar as imagens obtidas por meio da MEV, verificou-se a presença de biofilme monocamada de E. faecalis recobrindo parcialmente a superfície dos espécimes analisados, independente do grupo experimental (Figura 2A a C). O biofilme simples de C. albicans revelou uma densa rede de leveduras e hifas interconectadas, cobrindo totalmente a superfície dos espécimes, independente do grupo analisado (Figura 2D a F). A estrutura do biofilme misto manteve-se homogênea entre os diferentes grupos do presente trabalho, evidenciando uma arquitetura robusta composta por multicamadas de leveduras e células bacterianas (Figura 2G a I).































































Figura 2 - Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) dos biofilmes simples de E. faecalis (A a C), C. albicans (D a F) e misto das duas espécies (G a I) formados na superfície dos blocos de dentina e expostos ou não aos biomateriais estudados. As imagens presentes no canto inferior esquerdo das figuras 2G, 2H e 2I representam a ampliação das áreas identificadas pelas setas brancas. Magnificação: 5000 X. Barras: 2µm. 





4 DISCUSSÃO

Est[image: cópia de imagens MEV.001.jpeg]e estudo analisou a capacidade antimicrobiana do NeoMTA Plus, um novo cimento endodôntico bioativo, comparando-o a um de seus precursores, o MTA Angelus. 

Os resultados da avaliação da atividade metabólica e das UFCs mostraram presença de biofilme em todos os grupos experimentais, evidenciando a ausência de ação antimicrobiana sobre biofilmes simples e mistos de E. faecalis e C. albicans. Esses resultados estão em linha com a análise qualitativa de MEV, a qual não mostrou diferenças estruturais entre os biofilmes do grupo controle e aqueles expostos aos biomateriais.

Esses achados foram semelhantes aos encontrados por Jardine et al. [17], em 2018. No citado trabalho, os autores avaliaram a ação antimicrobiana do NeoMTA Plus, Biodentine e MTA sobre biofilmes multiespécies. Verificou-se que nenhum dos cimentos testados foi capaz eliminar de maneira efetiva os microrganismos presentes no biofilme, visto que cerca de 50% destes permaneceram viáveis após o contato com os biomateriais. 

Outros trabalhos também evidenciaram o poder antibacteriano limitado do MTA sobre E. faecalis, demonstrando que ele é menos eficiente quando misturado à água estéril do que versões associadas à partícula de prata, a qual apresentou melhor resultado, seguida pela associação do MTA com clorexidina 2%. [23]. Quando os microrganismos encontram-se organizados em biofilmes, a ação antimicrobiana do MTA também parece não ser tão efetiva [17].

Uma revisão da literatura conduzida por Parirokh e Torabinejad [7], em 2010, mostrou que o MTA tem efeito antibacteriano e antifúngico comprovados. Porém, segundo os vários estudos analisados por estes autores, a redução da proporção pó/líquido, a fonte do material de preparação do MTA e as várias espécies dos microrganismos testados podem afetar de maneira adversa tal propriedade antimicrobiana  [24-38].

	A ação antimicrobiana do MTA Angelus está fortemente associada à sua capacidade prolongada de liberação de íons hidroxila. Esse íon hidroxila dissociado cria um ambiente de alto pH, inibindo atividades enzimáticas essenciais para o metabolismo microbiano, crescimento e divisão celular [39].  

	Em estudo recente, ElReash et al. [40], utilizando o método de difusão em ágar para testar a exposição direta de alguns microrganismos (E. faecalis, Enterococcus faecum, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis e C. albicans) aos biomateriais recém manipulados, deixando-os em contato por 48 horas, sendo feitas leituras das zonas de inibição com 12, 24 e 48 horas, evidenciaram que os cimentos à base de silicato de cálcio apresentaram uma potencial atividade antimicrobiana sobre diversas espécies, inclusive, E. faecalis e C. albicans, principalmente devido à sua alta alcalinidade, corroborando com o descoberto por Estrela et al. [41] em 1995, que demonstraram que o pH elevado e a alcalinidade obtida mediante liberação dos íons hidroxila afetam a membrana celular e a atividade enzimática dos microrganismos [41]. Investigações anteriores avaliaram o efeito antimicrobiano do MTA Angelus sobre S. mutans, Streptococcus salivarius e Streptococcus sanguis, também utilizando o método de difusão em ágar e mantendo o cimento endodôntico por 24 horas em contato com os microrganismos, sendo feitas leituras  dos halos de inibição após 24 e 48 horas, tendo como resultado uma ação antimicrobiana valiosa, porém variável conforme os diferentes estreptococos e menos eficiente que os cimentos à base de hidróxido de cálcio testados durante o mesmo experimento [42]. Uma diferença importante em relação às metodologias  desenvolvidas por tais pesquisas e este estudo, é que, exceto no trabalho de Jardine et al.[17], os microrganismos avaliados não foram cultivados com intuito de promover a formação de biofilme, o que pode ser uma justificativa decisiva frente aos diferentes resultados encontrados.

	Embora haja poucos estudos publicados sobre as propriedades físico-químicas do NeoMTA Plus, sua composição à base de silicato de cálcio, semelhante ao MTA Angelus e ao MTA Plus, pode permitir inferências entre tais materiais, pois o pó dos mesmos difere apenas no tipo de radiopacificador adicionado [11]. Siboni et al. [43] constataram que o NeoMTA Plus é capaz de elevar consideravelmente o pH do meio e manter essa característica por um período mais prolongado do que o MTA Plus. Tal fato pode estar relacionado à sua maior solubilidade e à formação de uma camada de fosfato de cálcio (CaP) em sua superfície [43,44]. Ainda relatado por Siboni et al. [43], essa capacidade de liberação e difusão ativa de hidróxido de cálcio dos cimentos através da dentina, formando CaP pode estar correlacionada à propriedade antimicrobiana dos mesmos, além de ser interessante para aumentar a estabilidade destes dentro do canal radicular, melhorando assim a vedação e, consequentemente, diminuindo as chances de contaminação por novos microrganismos. Entretanto, os autores sinalizam a necessidade de mais estudos a serem conduzidos com intuito de confirmar tal achado. 

	No presente estudo, a indução à formação dos biofilmes teve como objetivo simular uma situação clínica de infecção secundária ou persistente, considerando os microrganismos mais resistentes: E. faecalis e C. albicans [45-47].

	Enterococcus faecalis trata-se de uma bactéria gram-positiva, anaeróbia facultativa e altamente virulenta, especialmente devido à sua capacidade de aderir às superfícies e formar comunidades microbianas incorporadas em uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares [48]. Por sua  vez, C. albicans é um fungo considerado aeróbio, no entanto, atualmente já é sabida a sua capacidade como anaeróbio facultativo [49]. Estudos recentes demonstram que a frequência desse microrganismo no interior dos canais radiculares em infecções persistentes pode variar de 18 a 22% [21, 22, 50]. 

Os microrganismos utilizados nesta pesquisa, para contaminação dos espécimes e formação dos biofilmes, foram originários de cepas obtidas a partir de uma cultura de paciente com broncomicose, no caso de C. albicans, (Anexo C) e de uma cultura com origem em urina, em relação a E. faecalis (Anexo D), podendo este fato também ter se comportado como um obstáculo para uma atuação antimicrobiana mais eficiente do cimento endodôntico avaliado, já que a produção de enzimas e o consequente poder de virulência de cepas podem ser diferentes dependendo do seu local de extração [51]. 

Com base nos resultados e métodos utilizados por Jardine et al. [17], NeoMTA Plus não foi eficaz contra biofilmes multi-espécies. Segundo os autores, isso talvez possa ser explicado devido a dentina ter promovido um efeito tampão sobre o pH alcalino do cimento, tendo diminuído a propriedade antimicrobiana deste [52]. Hiremath et al. [53] avaliaram MTA Plus, precursor do NeoMTA Plus, e aquele não apresentou capacidade antibacteriana sobre E. faecalis, porém foi eficaz sobre C. albicans. Os autores justificam que o poder antibacteriano possa ter sido reduzido devido ao tempo que o biomaterial ficou em contato com os microrganismos (3 dias). Formosa et al. [54] relataram que a liberação de íons hidroxila e o subsequente aumento do pH, levando à natureza alcalina do material, são significativos somente após 7 a 14 dias. Entretanto, a pesquisa de Siboni et al. [43] demonstrou que MTA Plus e NeoMTA Plus induziram a alcalinização do meio logo após 3 horas de imersão e que o pH começou a diminuir depois de 3 dias, mantendo essa característica até os 28 dias de análises. Já a liberação de íons cálcio ocorreu  imediatamente após a imersão da amostra, atingindo seu nível máximo após 3 horas, em ambos os materiais, sendo mais significativa para o NeoMTA Plus durante os 3 primeiros dias. Essa liberação foi diminuindo após 7 dias, comportando-se assim até os 28 dias, demonstrando atividade residual a longo prazo. 

	No presente trabalho, o tempo de contato dos biomateriais com os biofilmes foi de 1 (um) dia, já que nas primeiras 24 horas são esperadas suas atividades antimicrobianas máximas [55, 56], considerando-se que elas sejam sustentadas pela alcalinização do meio logo após a manipulação [43]. Análises com diferentes tempos de contato do biomaterial com os biofilmes podem ser realizadas para a confirmação dos resultados obtidos.	

	Sendo desconsideradas as diferenças metodológicas durante a indução da formação de biofilme, nosso estudo vem ao encontro dos resultados obtidos por Jardine et al. [17], visto que naquela investigação, o NeoMTA Plus também não demonstrou capacidade antimicrobiana estatisticamente significante. Tal fato talvez possa ser explicado pela presença dos biofilmes, que apresentam maior resistência aos agentes antimicrobianos [45-47]. 

	Este estudo, assim como outros presentes na literatura [57-60], chama atenção para a importância da desinfecção química e mecânica durante o  preparo do sistema de canais radiculares, como forma de redução da microbiota  ali presente e, também, da presença de propriedade antimicrobiana nos biomateriais utilizados na terapia, para que possam ter ação contra microrganismos residuais e resistentes, impedindo a sua proliferação. 

	Para estabelecer-se completamente a capacidade antimicrobiana do NeoMTA Plus, torna-se interessante a condução de novas investigações com metodologias  padronizadas que permitam comparações mais fiéis entre os resultados e auxiliem desta forma a condução tanto de estudos in vivo, quanto clínicos.



5 CONCLUSÃO

	Com base nos resultados e metodologia utilizada, pode-se concluir que NeoMTA Plus não foi eficaz contra os biofilmes simples ou misto de  E. faecalis e C. albicans.
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ANEXOS




ANEXO A 

SOLICITAÇÃO DE DOAÇÃO DE DENTES BOVINOS ENVIADA AO FRIGORÍFICO.
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ANEXO B

CERTIFICADO DE ESTERELIZAÇÃO POR ÓXIDO DE ETILENO
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ANEXO C

REFERÊNCIA DA CEPA DE Candida albicans ATCC 10231
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ANEXO D

REFERÊNCIA DA CEPA DE Enterococcus faecalis CCCDE 002
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ANEXO E



GUIDELINES DE SUBMISSÃO DA REVISTA “CLINICAL ORAL INVESTIGATION”
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