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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 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 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. 
 

 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE FIGURAS 
 
 

 
 

Figura 1 - A Biomateriais utilizados e matriz de silicone para a confecção e 

padronização do bloco de biomaterial………………. 

 

15 

Figura 1 - B Blocos de dentina em contato com biomateri-

al…………………………………………………….. 

 

15 

Figura 2- A, B,C Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

do biofilme simples de E. faecalis………………………….. 

 

20 

Figura 2 - D,E,F Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

do biofilme simples de C. albicans…………………………. 

 

20 

Figura 2 - G,H,I Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

do biofilme misto de C. albicans e E. 

faecalis………………………………………………………… 

 

 

20 

 



 

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1 - Média logarítmica de UFC/mm2  e média de absorbância por 

mm2 (XTT) para biofilmes simples de C. albicans de acordo 

 com os grupos experimentais………………………………………

 

 

 

18 

Tabela 2 - Média logarítmica de UFC/mm2  e média de absorbância por 

mm2 (XTT) para biofilmes simples de E.Faecalis de acordo com 

 os grupos experimentais……………………………………………

 

 

 

18 

Tabela 3 - Média logarítmica de UFC/mm2  e média de absorbância por 

mm2 (XTT) para biofilmes mistos de acordo com os grupos ex-

 perimentais………………………………………………………

 

 

19 

 
 
 



 

SUMÁRIO 
 
 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 12 

2 MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................... 13 

3 RESULTADOS .................................................................................................... 18 

4 DISCUSSÃO ........................................................................................................ 20 

5  CONCLUSÃO ...................................................................................................... 24 

 REFERÊNCIAS ................................................................................................... 25  

 ANEXOS .............................................................................................................. 32 

 ANEXO A - SOLICITAÇÃO DE DOAÇÃO DE DENTES BOVINOS ENVIADA  

AO FRIGORÍFICO. .............................................................................................. 33 

 ANEXO B - CERTIFICADO DE ESTERELIZAÇÃO POR ÓXIDO DE ETILENO..34
 ANEXO C - REFERÊNCIA DA CEPA DE Candida albicans ATCC 10231 ....... 35  

 ANEXO D - REFERÊNCIA DA CEPA DE Enterococcus faecalis CCCDE 002 37 

ANEXO E - GUIDELINES DE SUBMISSÃO DA REVISTA CLINICAL ORAL 
INVESTIGATION ................................................................................................. 38 

 
 
 
 

 
 
 
 



12 
 

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 

[2-7]foi desenvolvido na década de 90, como biomaterial endodôntico . 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 

 [6].tricálcico, óxido tricálcico e óxido de silicato  considerado o padrão ouro de É 

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 

[1].radiculares e plug na região apical em casos de revascularização  

Apesar de apresentar excelentes propriedades químicas, físicas e 

biológicas, muitas vezes o MTA deixa de ser utilizado por clínicos devido à sua 

[8].dificuldade de manipulação e longo tempo de presa  Além disso, possui uma 

foi grande desvantagem, que é o manchamento da coroa dos dentes nos quais 

[8]utilizado . As características físicas do MTA também podem ser influenciadas pela 

umidade do ambiente durante a manipulação pó-líquido e pela sua tendência de 

[1]dissolução em contato com a saliva, quando já manipulado . 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 
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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 

[19] [20] , [21] e  Monteiro  publicados por Faria-Junior et al. ,  Arias et al. Do Vale et al.

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). 
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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. 
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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 fabricante 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. 
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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 
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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). 
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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.  

 

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. 

 

 

 

 

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

para biofilmes mistos de acordo com os grupos experimentais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 
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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
Este 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 
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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.  

poder antibacteriano Outros trabalhos também evidenciaram o limitado do 

E. faecalis demonstrando que ele é menos eficiente quando misturado à MTA sobre , 

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]. 

Parirokh e Torabinejad [7], em Uma revisão da literatura conduzida por 

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, 
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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 

liberação e difusão ativa de hidróxido de cálcio Siboni et al. [43], essa capacidade de 

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 
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às superfícies e formar comunidades microbianas incorporadas em uma matriz de 

Por sua  vez, C. albicans é um fungo substâncias poliméricas extracelulares [48]. 

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 
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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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ANEXO A  
SOLICITAÇÃO DE DOAÇÃO DE DENTES BOVINOS ENVIADA AO 
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ANEXO B 
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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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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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Link para acesso as normas de submissão da revista:

https://www.springer.com/journal/784/submission-guidelines
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