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RESUMO

Os cimentos obturadores bioceramicos auxiliam no sepultamento de
microrganismos selando os tubulos dentinarios e isolando a comunicagéo entre o
canal radicular e o espaco perirradicular. No entanto, por serem cimentos recém-
lancados, existem poucas informacdes sobre os efeitos bioldgicos dos cimentos Bio-
C Sealer e Bio-C Sealer ion +, assim como seu desempenho ao longo do tempo,
especialmente em relacdo a interagdo com os tecidos periodontais. Ademais, estes
materiais demonstram bioatividade nos tecidos perirradiculares. Desta forma, este
estudo avaliou o potencial antimicrobiano, citotéxico, proliferativo, migratério e
resposta imunomodulatéria dos extratos dos cimentos bioceramicos Bio-C Sealer, Bio-
C Sealer ion + e do cimento resinoso AH Plus, em cultura primaria de células do
ligamento periodontal humano (hPDLSC) e em microrganismos. Inicialmente, a
atividade antimicrobiana dos extratos dos cimentos foi verificada através da avaliacao
da concentracao inibitéria minima do crescimento de Enterococcus faecalis e Candida
albicans. Na sequéncia, a toxicidade dos extratos dos cimentos foi verificada em
cultura de hPDLSC pelo ensaio de MTT. Em seguida, analise do efeito proliferativo e
migratorio destes cimentos foi avaliada pelo ensaio de Scratch em cultura de hPDLSC.
Por fim, foi avaliado o efeito dos cimentos na expressao génica por PCR, das citocinas
pro-inflamatdrias fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL)-16 e IL-6 e
da citocina regulatéria 1L-10, em diferentes situacdes experimentais. Resultados
demonstraram que o AH Plus e Bio-C Sealer ion + inibiram 100% do crescimento de
E. faecalis na presenca de extratos (1:1, 1:2 e 1:4). No entanto, somente 0s extratos
1:1 de AH Plus, Bio-C Sealer e Bio-C Sealer ion + inibiram 100% do crescimento de
C. albicans. A toxicidade dos cimentos foi demonstrada de forma dose dependente
nas culturas de hPDLSC, de maneira que os menores percentuais de viabilidade
foram observados na presenca dos extratos ndo diluidos de AH Plus (55%), Bio-C
Sealer (69%) e Bio-C Sealer ion + (72%) (p<0,0001). No ensaio de Scratch, observou-
se que o extrato do cimento Bio-C Sealer ion + (1:4) (p<0,0001) permitiu a maior taxa
de migracdo e proliferacdo celular apés 48h, em comparacdo com os dados dos
cimentos AH Plus e Bio-C Sealer. Por fim, observou-se que o AH Plus elevou a
expresséo génica das citocinas TNF-a, /IL-6 e IL-10 em todas as condi¢des testadas.
Também foi observado um aumento na expresséo de IL-78 em comparacdo com o

selante Bio-C. De forma oposta, os cimentos Bio-C Sealer e Bio-C Sealer ion + néo
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afetaram a expressdo génica de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-18 em todas as condi¢des.
Dessa forma, conclui-se que, em comparag¢ao com 0s outros cimentos testados, o Bio-
C Sealer ion + proporcionou maior viabilidade, proliferacdo e migracao celular, além
de apresentar uma acao antimicrobiana eficaz, sem induzir a expressao de citocinas

pré-inflamatorias.

Palavras-chave: Antimicrobiana, bioceramicos, biocompatibilidade, toxicidade,

bioatividade.
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ABSTRACT

Bioceramic sealers help to bury microorganisms by sealing the dentinal tubules
and isolating the communication between the root canal and the periradicular space.
However, as they are newly launched sealers, there is little information about the
biological effects of Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + sealers, as well as their
performance over time, especially in relation to the interaction with periodontal tissues.
Furthermore, these materials demonstrate bioactivity in periradicular tissues.
Therefore, this study evaluated the antimicrobial, cytotoxic, proliferative, migratory and
immunomodulatory potential of extracts of the bioceramic sealers Bio-C Sealer, Bio-C
Sealer ion + and the resin cement AH Plus, in primary culture of human periodontal
ligament cells (hPDLSC) and in microorganisms. Initially, the antimicrobial activity of
the cement extracts was verified by evaluating the minimum inhibitory concentration
for the growth of Enterococcus faecalis and Candida albicans. Subsequently, the
toxicity of the cement extracts was verified in hPDLSC culture by the MTT assay. Then,
the proliferative and migratory effects of these cements were evaluated by the Scratch
assay in hPDLSC culture. Finally, the effect of the cements on gene expression by
PCR, of the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin (IL)-78 and IL-6 and of the regulatory cytokine IL-10, in different
experimental situations, was evaluated. The results demonstrated that AH Plus and
Bio-C Sealer ion + inhibited 100% of the growth of E. faecalis in the presence of
extracts (1:1, 1:2 and 1:4). However, only the 1:1 extracts of AH Plus, Bio-C Sealer
and Bio-C Sealer ion + inhibited 100% of the growth of C. albicans. The toxicity of the
sealers was demonstrated in a dose-dependent manner in the hPDLSC cultures, so
that the lowest viability percentages were observed in the presence of the undiluted
extracts of AH Plus (55%), Bio-C Sealer (69%) and Bio-C Sealer ion + (72%)
(p<0.0001). In the Scratch assay, it was observed that the extract of the Bio-C Sealer
ion + sealer (1:4) (p<0.0001) allowed the highest rate of cell migration and proliferation
after 48h, compared to the data of the AH Plus and Bio-C Sealer sealers. Finally, it
was observed that AH Plus increased the gene expression of the cytokines TNF-a, IL-
6 and IL-10 in all conditions tested. An increase in the expression of IL-718 was also
observed compared to the Bio-C sealant. Conversely, the Bio-C Sealer and Bio-C
Sealer ion + cements did not affect the gene expression of TNF-a, /L-6, IL-10 and IL-

16 in all conditions. Thus, it is concluded that, compared to the other cements tested,
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the Bio-C Sealer ion + provided greater viability, proliferation and cell migration, in
addition to presenting an effective antimicrobial action, without inducing the expression
of pro-inflammatory cytokines.

Keywords: antimicrobials, bioceramics, biocompatibility, toxicity, bioactivity.
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C Sealer ion + in the extracts (1:1, 1:2 and 1:4). Statistical differences verified by

Student's t-test *p < 0.05. (C) Representative image of the cell migration test, using the
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scratch method. Dots indicate the presence of cells in the wound. Vertical lines

horizontal to the initial location where the wound was made at the starting point.
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PREFACIO

A endodontia, como especialidade odontologica, tem avancado
significativamente nas Ultimas décadas, impulsionada por inovacdes tecnoldgicas e
pelo desenvolvimento de novos materiais. Dentro deste contexto, o tratamento
endodoéntico se estabeleceu como uma das praticas mais importantes para a
preservacdo dos dentes naturais, contribuindo para a saude bucal e,
consequentemente, para a qualidade de vida dos pacientes. Entretanto, o sucesso
desse tipo de tratamento depende de multiplos fatores, entre eles, a eliminacéo eficaz
de microrganismos presentes no sistema de canais radiculares e a utilizacdo de
cimentos endodonticos que garantam uma vedacao adequada e sejam biocompativeis

com os tecidos perirradiculares.

O objetivo deste estudo € aprofundar o conhecimento sobre as propriedades
antimicrobianas e de biocompatibilidade dos cimentos endoddnticos mais modernos,
com énfase nos cimentos bioceramicos, que representam a vanguarda no
desenvolvimento de materiais endodonticos. Através de uma analise comparativa
entre Bio-C Sealer (Angelus, Londrina, Brasil), Bio-C Sealer ion + (Angelus, Londrina,
Brasil) e o tradicional AH Plus (Dentsply/De Trey GmbH, Konstanz, Alemanha), este
trabalho busca oferecer uma compreensdo mais ampla sobre como esses cimentos
interagem com células do ligamento periodontal humano (hPDLSC) e como podem

influenciar no processo de cicatrizacdo apos o tratamento endodontico.

Para tanto, esta dissertacdo de mestrado foi estruturada no formato em
capitulos, contendo: Introducdo, Objetivos, Materiais e métodos, Capitulos,
Consideracgdes finais, Referéncias e anexos. No capitulo 1 “manuscrito”, encontra-se
o0 artigo preparado com os resultados desta dissertacdo, formatado com as normas da
International Endodontic Journal (IF: 5.4, Al CAPES), periodico para o qual
pretendemos submeter este trabalho. Nos anexos, encontram-se: a aprovagao no
comité de ética em pesquisa, demais artigos aceitos e em preparacdo durante o

mestrado.
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2. INTRODUCAO

2.1 Fatores associados ao insucesso endodontico

O tratamento endodéntico tem entre seus objetivos, a reducdo da carga e
viruléncia microbiana do interior dos canais radiculares e suas ramificacfes, a fim de
dar condi¢des ao sistema imune do paciente para desenvolver mecanismos de reparo
(Tabassumkhan et al., 2016). O preparo quimico-mecéanico e o uso de medicacdes
intracanais reduzem significativamente o nimero de microrganismos no interior dos
canais radiculares, no entanto, é quase impossivel sua completa eliminacao (Kapralos
et al., 2018).

Os fatores mais frequentemente associados ao insucesso do tratamento
endoddntico, relacionados a persisténcia de microrganismos séo o deficiente preparo
quimico-mecanico e o preenchimento inadequado do sistema de canais radiculares
(Tabassumkhan et al., 2016). Em alguns casos, o inadequado selamento apico-
coronal é responsavel por levar fluidos teciduais para o canal radicular, fornecendo
substrato aos microrganismos remanescentes, que podem proliferar e atingir nimero
suficiente para gerar ou perpetuar uma lesdo perirradicular. Por outro lado, existem
situacdes em que os canais radiculares selados podem ser contaminados a partir da
cavidade oral: infiltragcbes através de materiais de restauracdo temporaria ou
permanente; fratura ou perda da restauragdo; fratura da estrutura dentéria; cavidades
recorrentes que expdem o material obturador radicular; ou atraso na aplicacdo do
material restaurador definitivo. Nestas circunstancias, se a obturacao radicular nao
impedir a percolacdo da saliva, os microrganismos podem invadir e recolonizar o

sistema de canais radiculares (Siqueira et al., 1999; Prada, 2019).

Os casos de tratamento endoddntico aparentemente bem realizado que
resultam em insucesso, tém sido associados a fatores microbianos persistentes que
causam infeccdo intrarradicular ou extra radicular e que se tornam resistentes as
medidas de desinfeccéo (Prada et al., 2019). Fatores como a existéncia de interagdes
microbianas, a expressao de fatores de viruléncia em numero suficiente para causar

leséo perirradicular, a localizagédo estratégica dos microrganismos no canal radicular,
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0 microambiente endodéntico favoravel, as defesas do hospedeiro que, a0 mesmo
tempo tentam conter a infeccéo, acabam por produzir dano tecidual associado a leséo

perirradicular, favorecem a persisténcia de infeccéo (Viapiana et al., 2016).

A persisténcia de microrganismos em um conduto selado esta atrelada a
resisténcia dos mesmos as medidas de desinfeccéo intracanal e a sua adaptacao a
um ambiente com pouca disponibilidade de nutrientes. Portanto, apenas as poucas
espécies que possuem essas habilidades podem estar envolvidas no fracasso do
tratamento endodontico. Além disso, bactérias localizadas em &reas como deltas
apicais, istmos, canais laterais, irregularidades e tubulos dentinarios podem muitas
vezes escapar dos procedimentos de desinfeccdo endoddntica e é provavel que o
suprimento de nutrientes bacterianos permaneca inalterado apds o tratamento. Por
outro lado, os microrganismos ndo serdo capazes de sobreviver se o substrato for
drasticamente reduzido ou se a obturacdo n&o permitir o acesso aos tecidos
perirradiculares. No entanto, as espécies microbianas resistentes sobreviverdo por
periodos relativamente longos, obtendo nutrientes a partir de restos de tecidos e
células mortas. Além disso, se a obturacdo radicular ndo proporcionar um bom
vedamento, a microfiltracdo dos fluidos teciduais pode fornecer um substrato para o
crescimento bacteriano. A capacidade de sobreviver em condi¢fes desfavoraveis é
uma caracteristica importante para as bactérias, pois frequentemente passam por

periodos de escassez de nutrientes (Siqueira et al., 2001).

Dentre o0s varios microrganismos presentes nas infeccbes de origem
endodbntica, a Candida albicans e o Enterococcus faecalis sdo patdgenos
comumente relacionados o insucesso da terapia endodontica (Jhajhariaj et al., 2015).
Esses microrganismos podem invadir profundamente os tubulos dentinarios, os quais
lhe permitem sobreviver a ac¢do dos instrumentos, irrigantes e medicamentos
utilizados durante o tratamento endodontico (Alshwaimi et al., 2016). Diante do
exposto, na etapa da obturacdo o cimento de escolha deve apresentar propriedades

gue contribuam para um prognadstico favoravel.
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2.2 Cimentos Endodoénticos

A obturacéo radicular é o procedimento clinico que sucede o preparo do canal
radicular. Na escolha do melhor momento para a obturacdo, alguns pontos devem ser
considerados, como auséncia de sinais e sintomas e auséncia de exsudacao,
denotando que durante a eliminagcdo dos microrganismos do sistema de canais
radiculares (SCR) a carga e a viruléncia microbiana foram diminuidas (Sanz et al.,
2019). A obturacéo é realizada com cones de guta percha e cimento obturador, que
atuam na prevencao de uma subsequente infeccao (Miranda et al., 2013). A obturacdo
radicular promove o sepultamento de microrganismos que porventura tenham
sobrevivido ao preparo do canal, o selamento dos tabulos dentinérios e o isolamento

da comunicagéao entre o canal radicular com o espaco perirradicular (Abu et al., 2022).

Neste contexto, o cimento obturador deve promover um selamento adequado.
Caracteristicas como boa adeséo as paredes do canal, facilidade de manipulacdo e
de remocdao do canal radicular, radiopacidade e estabilidade da colorac&o do elemento
dentario também sdo apontadas como caracteristicas esperadas em um cimento
obturador (Kapralos et al., 2018). Além de promover um selamento adequado, o
cimento endodontico deve apresentar importante funcao no controle da infec¢do, uma
vez que sao 0S responsaveis por sepultar as bactérias residuais nos tubulos
dentinarios e prevenir a entrada de fluidos ou novas bactérias nos canais radiculares
(Kapralos et al., 2018). A escolha de um cimento endodbntico com substancial
atividade antimicrobiana pode ser coadjuvante na inibicdo da proliferacdo dos
microrganismos remanescentes em casos de necrose pulpar e periodontite apical
(Kapralos et al., 2018).

Outra caracteristica de um cimento ideal é ser biocompativel, pois podem
interagir com os tecidos periodontais, ndo apenas em situacdes de extravasamento
na regido perirradicular (Sanz et al., 2020). O extravasamento desse material pode
gerar uma reacgdo do tipo corpo estranho, resultando em inflamacdo dos tecidos
periapicais e até necrose (Pascon et al., 1991). E importante enfatizar que o
comprometimento ou a inflamacdo crbnica na regido periapical podem estar

relacionados com o tipo de material extravasado e sua quantidade (Nair, 2006).
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Até meados de 1990, os cimentos endodénticos foram didaticamente
classificados em cimentos a base de Oxido de zinco e eugenol, hidroxido de célcio,
ionbmero de vidro e resina epoxi (Viapiana et al., 2016). No entanto, a grande maioria
destes cimentos apresentavam reacgao tecidual quando em contato com os tecidos
perirradiculares. Um exemplo, sdo os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol
que apresentam uma maior reacao inflamatéria em comparacdo com os demais
cimentos (Alves et al., 2020 ). Em contrapartida, desde 1972, os cimentos
obturadores a base de hidroxido de célcio  foram utilizados. Estes representavam
0S cimentos com maior biocompatibilidade tecidual. No entanto, esse material
apresenta baixa solubilidade, ndo apresentam radiopacidade suficiente, pouca fluidez,
baixa viscosidade, ndo aderem a dentina e sdo permedaveis (Bueno, 2013; Huang et
al., 2018).

Assim, 0s cimentos a base de resina epoxi, surgiram no mercado apresentando
boa capacidade de escoamento e selamento apical, alta radiopacidade, boa
resisténcia de wunido a dentina, boa biocompatibilidade, baixa solubilidade,
estabilidade de cor e facil remocao (Vertuan et al., 2017; Viapiana et al., 2016). O
cimento AH plus (Dentsply) é um cimento composto por resina epoxi, possui um
sistema de duas pastas, agente de presa e particulas de carga, que além de reduzir
0 tempo de endurecimento, proporcionam melhor adesdo as paredes do canal.
Apresenta boa fluidez, bom selamento e maior tempo de trabalho. Entre os cimentos
a base de resina, o AH Plus (Dentsply) € um dos cimentos mais usados e confiaveis
na pratica endodontica (Resende et al.,, 2009; Kapralos et al., 2018), sendo

considerado na atualidade o padrao ouro (Kapralos et al., 2018 ).

Além das caracteristicas citadas acima, em 2022, Ashraf e colaboradores
observaram no estudo in vivo uma boa biocompatibilidade do cimento AH Plus
(Dentsply) quando comparado aos cimentos Resil (instituto de ciéncia e tecnologia de
cores, Teer4, Ird) e H26 (Dentsply, De Trey, Konstanz, Alemanha). Neste estudo doze
ratos foram avaliados. Quatro tubos de polietileno contendo os cimentos Resil, AH
Plus (Dentsply), AH26 (Dentsply) e um tubo vazio foram implantados por via
subcutanea em ratos. O grau de inflamacdo, o tipo de células inflamatorias presentes,
a reacao de corpo estranho, a qualidade do tecido conjuntivo e a presenca de capsula

fibrética foram avaliados histopatologicamente apds a implantacdo dos tubos para
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avaliacao da biocompatibilidade. Os dados foram analisados pelo teste Qui-quadrado.
Aos 7 dias, o grau de inflamacao no grupo Resil foi quase semelhante ao grupo AH26
(Dentsply), e 66,7% dos ratos apresentaram inflamacéo moderada. O grupo AH Plus
(Dentsply) apresentou menos inflamacao comparado aos outros cimentos (Ashraf et
al., 2022).

Outra caracteristica deste cimento € sua acao antimicrobiana. Em 2018,
Kapralos e demais, na realizagdo de um estudo in vitro, investigaram a atividade
antibacteriana e dois cimentos endoddnticos contra bactérias planctonicas cultivadas
em biofilmes. A atividade antibacteriana dos cimentos AH Plus (Dentsply) e TotalFill
BC Sealer (FKG Dentaire SA, La Chaux-de-Fonds, Suica) foi investigada para
biofilmes planctonicos de Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. O AH Plus (Dentsply) apresentou
alta atividade antibacteriana contra todas as espécies investigadas, tanto plancténicas
guanto em biofilmes quando comparado ao TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire SA)
(Kapralos et al., 2018).

Apesar do cimento obturador com propriedade seladora radicular a base de
resina ser o material mais comumente usado, a falta de adesdo quimica entre a
estrutura dentéria e o cimento do canal radicular torna-se desafiador (Santos et al.,
2021). Desta forma, ha uma solicitagdo continua por novos biomateriais que sejam

capazes de aderir a parede do canal radicular, como os cimentos bioceramicos.

2.3 Cimentos Bioceramicos

A introducdo dos materiais obturadores bioceramicos, como uma nova
proposta, pode ser considerada como um dos avan¢gos mais importantes na
odontologia reparadora (Iftikhar et al., 2021). Esta classe de cimentos € melhor
denominada como hidraulicos, por ser o Unico grupo de cimentos que inicia sua reacao
de presa a partir do contato com a umidade presente no sistema de canais radiculares
(Camilleri., 2016). Esses materiais apresentam excelentes propriedades de
biocompatibilidade devido a sua semelhanca com a hidroxiapatita biolégica e produz,

durante o processo de hidratacdo, diferentes compostos, como hidroxiapatitas, com
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capacidade indutora de resposta regenerativa. Quando em contato com o tecido
0sseo, a hidroxiapatita mineral tem efeito osteocondutor. Além de favorecer a
formacdo de hidroxiapatita, possui caracteristicas antibacterianas, biocompativeis e

radiopacas (Jitaru et al., 2016).

Em 1990, os cimentos bioativos foram introduzidos no campo da endodontia,
recebendo a denominacdo de bioceramicos e representando um novo grupo de
materiais dentarios (Iftikhar et al., 2021). O agregado de tribxido mineral (MTA) foi o
primeiro membro da familia dos silicatos de calcio a ser inserido no contexto
endodoéntico (Camilleri, 2008). Atualmente, existe um grande interesse no
desenvolvimento de materiais dentarios bioativos que possam interagir e induzir a
regeneracdo do tecido circundante, sendo o MTA o material mais estudado até o
momento (Camilleri, 2008).

O MTA foi desenvolvido com base no cimento Portland e apresentando boas
caracteristicas, como biocompatibilidade e capacidade de vedamento (Parirokh et al.,
2010). O MTA foi inicialmente indicado para uso como material selador e retrobturador
de perfuragbes radiculares, seguido de sua indicagdo como material de capeamento
pulpar direto e apicificacdo . Em 1999, foi lancado o cimento ProRoot MTA
(Dentsply/De Trey GmbH, Konstanz, Alemanha), o primeiro produto comercial. Esse
cimento apresentava-se na cor cinza e serviu como base para outros produtos serem
lancados no mercado. As limitacBes inerentes ao MTA incluiam o tempo de presa

prolongado, alto custo e possibilidade de descoloracdo (Torabinejad et al., 2010).

Em 2001, pensando na melhor operabilidade clinica, a empresa Angelus lancou
0 MTA Angelus, com menor tempo de presa, em virtude da remocéo do sulfato de
calcio da composicdo do MTA tradicional (Bronzel et al., 2018). No ano seguinte,
a mesma empresa lancou o White MTA (Angelus), com menores concentracdes de
oxidos de ferro, aluminio, magneésio e 6xido de bismuto. Esses cimentos foram

classificados como Bioceramicos de primeira geragdo (Bronzel et al., 2018).

Mais tarde, surgem os cimentos bioceramicos de segunda geracéo, que se
destacam por apresentarem melhor bioatividade, menor solubilidade e facil
manipulagdo. Esses cimentos possuem propriedades biolégicas compativeis com o
MTA, incluindo atividade antibacteriana, baixa citotoxicidade e uma resposta

inflamatoria reduzida. (Jerez-Olate et al., 2021). A titulo de exemplo, em 2009, o
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cimento Biodentine (BioRoot RCS; Septodont, Saint Maur Des Fosses, France) foi
introduzido no mercado odontolégico como um substituto da dentina em virtude da
possibilidade de penetracdo nos tubulos dentinarios. Esse cimento é desenvolvido a
base de MTA e apresenta rpida solidificacdo (Kaur et al.,, 2018). Além das
caracteristicas ja citadas, em 2015, Kim e colaboradores observaram que o Biodentine
apresentou maior deposi¢do mineral em comparacéao ao ProRoot MTA (Dentsply), em
um estudo in vitro. Esse trabalho avaliou a ocorréncia de deposicdo mineral na
interface entre a dentina e os cimentos em fluido corporal simulado em dentes
extraidos. Em seguida, foram instrumentados com brocas Gates-Glidden,
preenchidos com cimento e examinados com Microscoépio Eletrénico de Varredura.
Foi observado na camada interfacial de ambos os biomateriais, uma deposicao

mineral, sendo no Biodentine (Septodont) a mais espessa (Kim et al., 2015).

Outro cimento de segunda geracao € o MTA Repair HP (Angelus, Londrina,
Brasil). Trata-se de um cimento reparador endodéntico de alta plasticidade constituido
por 6xidos minerais na forma de finas particulas hidrofilicas. Sua férmula mantém
todas as caracteristicas quimicas e biologicas da preparacéo original do MTA, como
sua biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e atividade antibacteriana. Em 2021, Silva
e colaboradores observaram em um estudo in vitro a redugcao do biofilme jovem e
maduro de S. mutans na presenca dos extratos diluidos (1:1, 1:2 e 1:4) do cimento
MTA Repair HP (Angelus) (Silva et al., 2021).

Depois do surgimento dos cimentos de reparo  bioceramicos, as industrias
langaram o0s cimentos obturadores a base de bioceramicos. Esses materiais
apresentam importantes propriedades, fisicas, quimicas, biologicas, além da atividade
antimicrobianas e sua capacidade de selamento e estabilidade dimensional (Viapiana
et al., 2016). A titulo de exemplo, o cimento BioRoot RCS (BioRoot RCS; Septodont,
Saint Maur Des Fosses, France) foi langado seguindo o mesmo componente ativo do
MTA. Ele possui propriedades antimicrobianas, € biocompativel e bioativo. Aléem de
apresentar um bom vedamento, em 2018, Urban e colaboradores observaram que o
pH do cimento BioRoot RCS (Septodont) apresentou valores mais elevados, quando
comparado aos cimentos MTA Fillapex (Angelus) e AH Plus (Dentsply), durante um

longo periodo de tempo (Urban et al., 2018).
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Por fim, surgiram os Bioceramicos de terceira geracdo, como o EndoSequence
(Brasseler USA). Esse cimento contém duas formulacfes: massa (BC Putty) e pasta
(BC Sealer). E um material hidrofilico de silicato de célcio que forma hidroxiapatita
apos solidificacdo e pertence a classe dos bioceramicos prontos para uso. Este
produto apresenta bom desempenho operacional e segundo o estudo de Eren e
colaboradores em 2022, apresenta baixo risco de descoloracdo dentaria. Nesse
estudo, os autores investigaram a estabilidade de cor, solubilidade e caracteristicas
superficiais comparados aos cimentos ProRoot MTA (Dentsply) e Biodentine
(Septodont), apos imersdo em diferentes solucdes. Esses cimentos foram colocados
em moldes cilindricos e cada amostra foi imersa em agua destilada, hipoclorito de
sédio, clorexidina ou cloridrato de octenidina por 24 horas. Ao final, os cimentos
Biodentine (Septodont) e EndoSequence (Brasseler USA) apresentaram resultados
promissores como alternativas adequadas ao ProRoot MTA (Dentsply), por nao

apresentarem descoloracao (Eren et al., 2022).

Além do EndoSequence (Brasseler USA) como cimento obturador, na mesma
categoria encontra-se o TotalFill BC (FKG Dentaire). Destaca-se por também oferecer
melhor estabilidade de cor e caracteristicas de manuseio, a0 mesmo tempo em que
exibem propriedades fisicas e quimicas comparaveis ao MTA. Além disso, libera ions
calcio e fosfato essenciais para a deposicdo de hidroxiapatita e atividade
antimicrobiana. Em 2020, Simundic e colaboradores compararam o cimento AH Plus
(Dentsply) com o TotalFill BC (FKG Dentaire) no ensaio antimicrobiano e concluiram
gque o bioceramico TotalFill BC (FKG Dentaire) tinha eficacia antimicrobiana
semelhante ao AH Plus (Dentsply) e eficacia superior ao MTA Fillapex (Angelus)
(Simundic et al. 2020). Em 2024, Raman e Camilleri, analisaram o cimento TotalFill
BC (FKG Dentaire) com o AH Plus Bioceramic (Dentsply) através de um estudo in vitro
e comprovaram que o Totalfill BC (FKG Dentaire) apresentou maior liberacao de célcio
comparado ao AH Plus Bioceramic (Dentsply) (Raman e Camilleri., 2024). Ademais,
ainda como produto de obturacdo, ha os cimentos Bio-C Sealer (Angelus) e Bio-C
Sealer ion + (Angelus). Abordaremos no topico seguinte suas propriedades fisico-

quimicas e bioldgicas.

Além dos cimentos obturadores, uma industria brasileira também lancou uma

medicacédo intra-canal a base de Bioceramicos. O BIO-C TEMP (Angelus) contém
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silicato de célcio em sua composicdo e foi o primeiro produto bioceramico lancado
como medicacdo intracanal. Em um estudo in vitro, o BIO-C TEMP (Angelus)
demonstrou nado ser citotoxico e levou a atividade osteogénica em células da linhagem
osteoblastica humana (SaOs-2) quando comparado ao UltraCal®XS (Ultradent)
(Guerreiro et al., 2021).

2.4 Cimentos obturadores bioceramicos

Por efeito de suas excelentes propriedades, diversos produtos Bioceramicos
estdo surgindo no mercado (Pawar et al., 2016), tal como, o cimento obturado Bio-C
Sealer (Angelus) e de acordo com a empresa, a sua eficacia é resultado da formacao
de silicato de célcio hidratado e liberacédo de ions calcio, que estimulam a formacao
de tecido mineralizado (Tolosa-Monfa et al., 2023). Essa capacidade € denominada
bioatividade (Okamura et al., 2020) que proporciona uma regeneracao tecidual mais
rapida. Porém, uma nova versao Bio-C Sealer ion + (Angelus) foi lan¢cada e de acordo
com o fabricante, promete maior liberacdo de ions calcio, magnésio e silano,
garantindo melhorias em suas propriedades quando comparado ao seu antecessor.
Além de serem a base de silicatos de calcio, sdo apresentados na forma de pasta
pronta para ser injetada no interior dos canais radiculares, dispensando a manipulagéo
e otimizando tempo clinico e evitando desperdicio (Sanz et al., 2020).

Essa liberacdo de ions de calcio desses cimentos obturadores tem grande
importancia, pois promove uma forte ligacdo quimica e aumenta a bioatividade através
da precipitacdo da camada semelhante a apatita com a parede da dentina (Zhang et
al., 2009). Sanz, em 2021, através de um estudo in vitro com células do ligamento
periodontal avaliou a liberacdo de ions e potencial de mineralizacdo na presenca dos
cimentos Bio-C Sealer ion + (Angelus), EndoSequence BC (Brasseler, Savannah,
EUA) e AH Plus (Dentsply). A composicao ionica foi avaliada por espectroscopia de
energia dispersiva, ja o potencial de mineralizacdo pela coloracdo Alizarin Red. Os

cimentos Bio-C Sealer ion + (Angelus) juntamente com o EndoSequence (Brasseler)



29

exibiram alta liberacdo de ions célcio e aumento da formagdo de nddulos

mineralizados quando em contato com as células (Sanz., 2021).

Em 2020, outro estudo analisando a bioatividade do cimento Bio-C Sealer
(Angelus) em comparacdo com AH Plus (Dentsply) foi o do autor Silva e
colaboradores. O estudo in vivo realizado através de implantacdo de tubos de
polietileno preenchidos com o cimento em tecido subcutaneo de ratos, resultou em
marcacgfOes positivas para osteocalcina. Mais uma vez o cimento Bio-C Sealer

(Angelus) apresentou um bom potencial bioativo (Silva et al., 2020).

Além de todas as caracteristicas ja citadas, os cimentos Bio-C Sealer (Angelus)
e Bio-C Sealer ion + (Angelus) também apresentam acdo antibacteriana e
bacteriostatica devido a alta alcalinidade e capacidade seladora, que impede a
infiltracdo de microrganismos (Pawar et al., 2014). Ademais, o pH alcalino pode
promover a cicatrizagéo apical e a mineralizagéo dos tecidos. Em 2020, Barbosa e
colaboradores avaliou através de um estudo in vitro o potencial antibacteriano dos
cimentos Bio-C Sealer (Angelus), EndoFill (Dentsply), Sealer 26 (Dentsply), AH Plus
(Dentsply), Sealapex (Sybron-Kerr, EUA) e EndoSequence BC Sealer (Brasseler)
contra as bactérias Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, S. aureus e S. mutans pelo método de difusdo em agar. O Bio-C Sealer
(Angelus) exibiu atividade antimicrobiana contra todas as bactérias, exceto S. mutans
(Barbosa et al., 2020).

Em 2019, os autores Lopez-Garcia et al. realizaram um estudo in vitro
investigando a biomineralizacdo dos cimentos Bio-C Sealer (Angelus), TotalFill BC
Sealer (FKG Dentaire) em comparagdao ao AH Plus (Dentsply), puderam observar
formacdo de uma matriz mineralizada, revelando assim seu potencial osteogénico
através de ceélulas-tronco do ligamento periodontal humano. Os cimentos
endodonticos foram avaliados por microscopia eletrénica de varredura. O Bio-C Sealer
(Angelus) e o TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire) demonstraram melhor capacidade

de mineralizacdo do que o AH Plus (Dentsply) (Lépez-Garcia et al., 2019).

Outro atributo desses cimentos é sua excelente radiopacidade, superior a 7 mm
na escala de Aluminio, apresentando como radiopacificador, o 6xido de zircénia que
ndo causa manchamento. Além disso, esses cimentos ndo sofreram contracdo ao

tomarem presa (Silva et al., 2020). Zordan-Bronzel e colaboradores, em 2019, atraves
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de um estudo in vitro avaliam a solubilidade, apds 30 dias de imersdo em agua
destilada e a variacéo volumétrica, por analise radiografica em milimetros de aluminio.
Os cimentos avaliados foram Bio-C Sealer (Angelus), TotalFill BC Sealer (FKG
Dentaire) e AH Plus (Dentsply). O Bio-C Sealer (Angelus) apresentou curto tempo de
presa, capacidade de alcalinizacao, fluxo e radiopacidade adequados, além de baixa
alteracdo volumétrica, sendo associado com melhor penetracdo nos tubulos
dentinarios (Zordan-Bronzela et al., 2019).

Em 2024, outra analise in vitro avaliando a penetragdo nos tubulos dentinérios
em pré-molares inferiores, foi o estudo da Verma e colaboradores. Os elementos
foram preparados usando ProTaper Gold (Dentsply, De Trey, Konstanz, Alemanha) e
obturados com os cimentos Bio-C Sealer ion + (Angelus) ou AH Plus (Dentsply) e
cone unico. Os resultados do estudo concluiram que o cimento Bio-C Sealer ion +
(Angelus) apresentou maxima penetracdo nos tubulos dentinarios (Verma et al.,
2024).

Além desses cimentos possuirem adesao quimica a dentina, eles ndo agridem
aos tecidos perriradiculares por serem biocompativeis. Em 2020 Silva e colaboradores
no estudo in vivo analisaram a quantidade de células inflamatérias presentes ao redor
dos tubos de polietileno preenchidos com os cimentos Bio-C Sealer (Angelus), Sealer
Plus BC (MK Life) e AH Plus (Dentsply), assim como a densidade da cépsula fibrosa
formada ao redor do tubo. Apds analise laboratorial, observou-se que a quantidade de
células inflamatorias diminuiu progressivamente no periodo de 60 dias. A capsula
manifestou reacao inflamatéria moderada e observados fibroblastos, entremeados por
fibras colagenas. Os autores relataram que o cimento Bio-C Sealer (Angelus)

apresentou biocompatibilidade (Silva et al., 2020).

Apesar dos cimentos Bio-C Sealer (Angelus) e Bio-C Sealer ion + (Angelus)
apresentarem boa aceitacdo pelos tecidos perirradiculares por se apresentarem
biocompativeis, ndo significa que os materiais devam ser extruidos de forma
intencional, pois ndo ha evidéncias cientifica de que a extrusdo promova melhor
selamento apical (Aminoshariae & Kulild, 2020). O grande risco de inflamacdes
cronicas na regido periapical tem uma relagédo intima com o material relacionado ao
extravasamento e sua quantidade (Aminoshariae & Kulild, 2020).

Ademais, com base nos avancos da investigacao cientifica e nas inovacdes

tecnolégicas em endodontia, o cimento Bio-C Sealer (Angelus) tem demonstrado
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apoio ao sucesso do tratamento endoddntico, como uma proposta diferenciada e
inovadora, apresentando a seguinte composicao: Silicatos de célcio, aluminato de
calcio, oxido de calcio, 6xido de zirconio, 6xido de ferro, didxido de silicio e agente de
disperséo. Ja o cimento Bio-C Sealer ion + (Angelus) € composto por silicato de célcio
e magnésio, sulfeto de calcio, sulfeto de potassio, 6xido de zircdnia, diéxido de silicio
e agente dispersante. Embora seja promissor devido a sua composicéo, ainda sao
necessarios mais estudos para validar e confirmar plenamente suas propriedades e

eficacia na prética clinica.
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3. OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral

Investigar as atividades antimicrobiana e imunomodulatéria na presenca dos

cimentos Bio-C Sealer e Bio-C Sealer ion +, em comparacédo ao AH Plus.

3.2

Objetivo Especificos

e Avaliar a capacidade de inibicdo do crescimento de C. albicans e E. faecalis
na presenca dos cimentos Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + e AH Plus;

e Avaliar a toxicidade dos cimentos Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + e AH Plus
em culturas de células hPDLSC;

e Avaliar o potencial proliferativo e migratério das culturas células hPDLSC na
presenca dos cimentos Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + e AH Plus;

e Avaliar a expressdo genética de mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-18, IL-
6) e anti-inflamatdrios (IL-10) nas células hPDLSC estimuladas com antigenos
mortos pelo calor de C. albicans e E. faecalis na presenca dos cimentos Bio-C

Sealer, Bio-C Sealer ion + e AH Plus.
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4. METODOS

4.1 Delineamento Experimental

O presente estudo foi uma avaliacao do potencial antimicrobiano, citotoxico,
proliferativo, migratério e imunoinflamatério in vitro, dos cimentos Bio-C Sealer
(Angelus), Bio-C Sealer ion + (Angelus), em compara¢do ao AH Plus (Dentsply), de
acordo com a Figura 1. O objetivo final foi certificar o potencial dos cimentos
bioceramicos como produto inovador para terapia endoddntica, quando comparados
as caracteristicas do cimento considerado padréo ouro.

Figura 1 — Fluxograma representativo das fases da pesquisa.

4.2 Preparacdo dos Cimentos

Trés diferentes cimentos endoddnticos foram avaliados: AH Plus (Dentsply
International Inc, York, PA, EUA), Bio-C Sealer (Angelus, Londrina, PR, Brasil) e Bio-
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C Sealer ion + (Angelus). O AH Plus (Dentsply) foi preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante, enquanto o Bio-C Sealer (Angelus) e o Bio-C Sealer ion +
(Angelus) estavam prontos para uso. Os cimentos (40 mg) foram preparados em
placas de cultura de 24 pocos e incubados por 48 h a 37 °C. Apés a presa, 2,5 mL de
meio de cultura foram adicionados para preparar o extrato. Os meios utilizados foram
meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Gibco, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS - Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
meio infus@o de cérebro e coragdo (BHI) (Sigma Chemicals Co., St Louis, EUA) e meio
RPMI 1640 (Sigma) suplementado com MOPS (0,165 mol.L'') dependendo do
experimento a ser realizado, incubados a 37 °C por 24 h, de acordo com a International
Organization for Standardization (ISO) 10993-5. Apds 24 h, os extratos foram
coletados e filtrados com filtros estéreo de 0,22 mm. Em seguida, foram realizadas
diluicbes (1:2 e 1:4) (Tomas et al.,, 2018). Os extratos de cada cimento foram

analisados por ionizacao por dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI).

4.2.1 Efeito dos cimentos AH Plus, Bio-C Sealer e Bio-C Sealer ion + na
atividade antimicrobiana contra E. faecalis e C. albicans

A atividade antimicrobiana foi baseada no protocolo de ensaio de inibigéo de
crescimento por microdiluicdo em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute, com adaptacdes (Wiegand et al., 2008). Inicialmente, foram
determinadas as concentracfes inibitdrias minimas (CIM) para C. albicans (ATCC
10231) e E. faecalis (ATCC 29212). Os bioensaios de E. faecalis foram testados em
meio BHI (Sigma) na concentragéo de 5x10° UFC.mL™1, em fase logaritmica. As placas
foram incubadas por 18 h, a 37 °C, em temperatura média. O ensaio inibitorio para C.
albicans foi realizado em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com MOPS (0,165
mol.L?), utilizando uma concentracgéo inicial de 2,5x10% UFC.mL™* por poco na fase
logaritmica. As placas foram incubadas por 48 h a 30 °C, em temperatura média. Os
ensaios antibacterianos e antifiingicos foram determinados pela prevencéo total ou
percentual do crescimento. Nos casos de inibicdo de 100%, a capacidade bactericida
e fungicida também foram avaliadas. Adicionalmente, foi realizada uma verificacdo do
pH.
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4.2.2. Culturaprimaria de hPDLSC

Inicialmente, terceiros molares doados ap06s extracao foram utilizados neste
estudo apds aprovacao pelo comité de ética (CAAE: 62741822.2.0000.0029 — anexo
1). Apos a extracao dos dentes, eles foram armazenados em 10 mL de DMEM (Gibco)
com 200 uL de anfotericina B (Sigma) e 10 uL de gentamicina (Sigma) (Huang et al.,
2006). As células do ligamento periodontal (hPDLSC) foram obtidas por raspagem da
raiz do dente extraido. Em seguida, o ligamento periodontal foi transferido para uma
placa de 6 pocos e cultivado em meio DMEM (Gibco), suplementado com 50 U.mL*
de penicilina (Gibco), 50 pg.mL* de estreptomicina (Gibco) e 20% de soro bovino fetal
(FBS) (Cultilab). A cultura foi incubada em atmosfera umidificada com 5% de CO2
(Pedrosa et al., 2022). Apés a confluéncia, a monocamada celular foi recuperada com
300 pL de solucdo de tripsina 0,5% (p/v) (Sigma, St. Louis, EUA) e acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 10 mM (Sigma), por 2 min, a 37 °C. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 1.500 rpm, por 5 min e fornecidas a pequenos frascos
de cultura contendo DMEM (Gibco), suplementado com 2 nM de glutamina (Gibco,
Califérnia, EUA), 50 U.mL* de penicilina (Gibco), 50 ug.mL* de estreptomicina (Gibco)
e 10% de SFB (Cultilab) (Al-Habib et al., 2019).

4.2.3. Efeito do Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + e AH Plus na viabilidade de
hPDLSC

A toxicidade dos cimentos foi avaliada na cultura de hPDLSC. Inicialmente,
hPDLSC (1x10* células.mL!) foram cultivadas em placas de 96 pocos por 24 h em
uma incubadora de CO2 a 37 °C. Apos esse periodo, 200 uL de sobrenadante celular
foram trocados por extratos dos cimentos, e as placas foram novamente incubadas a
37 °C por 24 h. Ap6s o periodo de incubacéo, o ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina) foi realizado e as placas foram lidas a 570 nm
(Loosdrecht et al., 1991).
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4.2.4. Efeito do AH Plus, Bio-C Sealer e Bio-C Sealer ion + na migracao e
proliferacdo de hPDLSC

A avaliagdo da migracéo celular foi realizada usando o método scratch (He et
al., 2022). Neste ensaio, células (2,5 x 10° células por poco) foram semeadas em
placas de cultura de 6 pocos (Prolab) em meio DMEM (Gibco), suplementado com
100 pg.mL* de penicilina (Gibco) e 100 ug.mL* de estreptomicina (Gibco) e 10% de
SFB (Cultilab), mantidas até que uma monocamada confluente fosse formada. Em
seguida, uma ferida artificial foi reproduzida nas superficies dos po¢os com uma ponta
de micropipeta de plastico de 1000 uL. As células restantes foram lavadas e novo
meio DMEM (Gibco), suplementado com 100 ug.mL* de penicilina (Gibco) e 100
ug.mL* de estreptomicina (Gibco) foi adicionado junto com extratos cimentos (1:1, 1:2
e 1:4). As culturas foram incubadas e monitoradas por até 48 h. Fotografias com
auxilio de microscopia foram tiradas em 0, 24 e 48 h. As imagens foram processadas
e as células localizadas na regido da ferida foram contadas com o auxilio do software
Image J (NIH, Bethesda, MD).

O potencial proliferativo de hPDLSC foi realizado usando a técnica de
exclusdo de Trypan Blue (Tomas et al., 2020). hPDLSC (1x10* células) foram
incubadas com extratos de AH Plus (Dentsply), Bio-C Sealer (Angelus) e Bio-C Sealer
ion + (Angelus) (1:1, 1:2 e 1:4) por 24 e 48 h. Posteriormente, as células foram
ressuspensas e uma solucéo de corante Trypan Blue a 0,4% (Sigma) foi adicionada
por 1 minuto. O nimero de células foi imediatamente contado e comparado com o

numero inicial de células.

4.2.5. Efeito de AH Plus, Bio-C Sealer e Bio-C Sealer ion + na expressao do

gene da citocina

A expressédo de TNF-aq, IL-B, IL-6 e IL-10 por hPDLSC incubados com extratos
dos cimentos foi avaliada pelo método de PCR em tempo real. Para realizar diferentes
condicbes de cultura in vitro, estimulos adicionais foram representados por LPS (1
pug.mL?) (lipopolissacarideos de Escherichia coli, Sigma) e IFN-y (1 pg.mL7?)
(Interferon-gama, Sigma) e a unido de ambos por 24 h. Todos os cimentos foram
avaliados em todas essas condi¢cdes. ApGs a cultura celular, o RNA foi removido pelo
método TRIzol™ (ThermoFisher Scientific, Califérnia, EUA) (Xu et al., 2021). Em
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seguida, a quantificacdo do RNA foi determinada pelo Qubit® (Bustin et al., 2009). A
analise da expressdo génica foi realizada por PCR em tempo real com o sistema
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoFisher) para verificar a expresséo de
genes indicativos de processos inflamatorios e anti-inflamatorios. Para essa analise,
foi avaliada a expressao dos genes TNF-a, IL-B3, IL-6 e IL-10. O gene constitutivo
utilizado foi o GAPDH. A ocorréncia de quantificacao foi preparada de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Cada reagao teve um volume final de 10 uL, composto
por: 5 uL de SYBR Green; 0,5 uL de primers, sendo 0,25 uL de primer para cada gene
(Tabela 1); e 2,5 pyL de Nuclease-free Water (ThermoFisher Scientific - SYBR™ Green
PCR Master Mix KIT). Os niveis de expressao relativa no grupo experimental foram
calculados por A(ACT)(ACTControl —~ACTExperiment) (Bustin et al., 2009).

GENE PRIMER SEQUENCE (5'-3)

TNF-a Direto CACAGTGAAGTGCTGGCAAC
Reverso GATCAAAGCTGTAGGCCCCA

IL-1® Direto GCACTACAGGCTCCGAGATGAA
Reverso GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT

IL-6 Direto CCCACCAGGAACGAAAGTCA
Reverso GGCAACTGGCTGGAAGTCTCT

IL-10 Direto TAAGGGTTACTTGGGTTGCCA
Reverso TCTGGGCCATGGTTCTCTG

GAPDH Direto AGTGGCAAAGTGGAGATT

Reverso GTGGAGTCATACTGGAACA

Tabela 1: Sequéncia de primers para cada gene usado no ensaio de PCR.

5. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em trés réplicas técnicas e repetidos
em trés momentos independentes. De acordo com a analise estatistica, a distribuicdo
normal foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram descritos como média
e desvio padrao (DP). A andlise estatistica dos dados foi realizada usando analise
unidirecional e analise bidirecional, quando necessario, variancia e pos-teste de

comparacao multipla de Tukey também foram usados, com significancia de p < 0,05.
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6. CAPITULO 1: Manuscrito

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

BIOCERAMIC FILLING CEMENTS AND PERIODONTAL LIGAMENT
CELLS: ANTIMICROBIAL EFFECTS, TOXICITY, MIGRATION AND IMMUNE
RESPONSE

Abstract

Bioceramic filling cements help in the burial of microorganisms by sealing the
dentinal tubules and isolating the communication between the root canal and the
periradicular space. However, Bio-C Sealer ion +, an innovative bioceramic material,
there is little information about its biological effects and its performance over time,
especially in relation to the interaction with periodontal tissues. Furthermore, these
materials demonstrate bioactivity in periradicular tissues. Thus, this study evaluated
the antimicrobial, cytotoxic, proliferative, migratory and immunomodulatory potential of
extracts from bioceramic cements Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + and resin cement
AH Plus, in primary culture of human periodontal ligament cells (hPDLSC) and in
microorganisms. Initially, the antimicrobial activity of the sealer extracts was verified
by evaluating the minimum inhibitory concentration for the growth of Enterococcus
faecalis and Candida albicans. Subsequently, the toxicity of sealer extracts was
verified in culture of hPDLSC by MTT assay. Next, the proliferative and migratory
effects of these sealers were evaluated by the scratch assay in hPDLSC cultures.
Finally, the effect of the sealers on gene expression by PCR was evaluated, as were
the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin (IL)-78
and IL-6, and the regulatory cytokine IL-10, in different experimental situations.
Statistical differences were checked using unidirectional and bidirectional anova and
Tukey post-tests. The results demonstrated that AH Plus and Bio-C sealer ion +
inhibited 100% of the growth of E. faecalis in the presence of extracts (1:1, 1:2 and
1:4). However, only the 1:1 extracts of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion +

inhibited 100% of the growth of C. albicans. The toxicity of the cements was
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demonstrated in a dose-dependent manner in hPDLSC cultures, so that the lowest
viability percentages were observed in the presence of undiluted extracts of AH Plus
(55%), Bio-C Sealer (69%) and Bio-C Sealer ion + (72%) (p<0,0001). In the scratch
assay, it was observed that the extract of the Bio-C Sealer ion + cement (1:4)
(p<0,0001) allowed the highest rate of cell migration and proliferation after 48h,
compared to the data of the AH Plus and Bio-C Sealer. Finally, we demonstrated that
AH Plus increased gene expression of the cytokines TNF-a, /L-6 and IL-10 in all
conditions tested. An increase in IL-18 expression was also shown in comparison to
the Bio-C sealant, in vitro. Therefore, it is concluded that, compared to the other
cements tested, the Bio-C Sealer ion + proposed greater recommendations,
supervision and cell migration, in addition to presenting an effective antimicrobial

action, without inducing the expression of pro-inflammatory cytokines.

KEYWORDS: antimicrobials, bioceramics, biocompatibility, toxicity, bioactivity.

INTRODUCTION

Endodontic treatment aims to reduce the microbial load and virulence in the root
canals to allow the patient's immune system to develop repair mechanisms
(Neelakantan 2019). Although physical-mechanical preparation and intracanal
medications significantly reduce microorganisms, it is almost impossible to completely
eliminate them (Kapralos et al., 2018). The main factors associated with the failure of
endodontic treatment include inadequate chemical-mechanical preparation and
unsatisfactory root canal filling (Tabassumkhan, 2016). In addition, inadequate apical-
coronal sealing allows the entry of tissue fluids, providing nutrients for the remaining
microorganisms that can cause periradicular lesions (Zoletti et al., 2006).
Microorganisms such as Candida albicans and Enterococcus faecalis are often
associated with endodontic therapy failure, as they can invade deeply into the dentinal
tubules and survive endodontic procedures (De Almeida et al., 2016; Mergoni et al.,
2018).

Therefore, root canal sealers should have properties that contribute to a

favorable prognosis (Tabassum and Khan, 2016). An ideal root canal sealer should
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offer good sealing, adhesion to the canal walls, radiopacity, biocompatibility, and
infection control (Viapiana et al., 2016). Nowadays, epoxy resin-based sealers, such
as AH Plus, stand out for their sealing properties, biocompatibility, and antimicrobial
activity (Gong et al. 2014). AH Plus is one of the most widely used and trusted
endodontic sealers (Resende et al., 2009) and is currently considered the gold
standard (Assmann et al., 2012). However, the lack of chemical adhesion between
tooth structure and root obturation is a constant challenge, leading to the search for
new biomaterials, such as bioceramic sealers, which offer better dentin adhesion and
other improved properties (Al-Haddad et al., 2016; Tavares et al., 2024).

Bioceramic materials represent a significant advance in endodontics due to their
biocompatibility properties and ability to induce tissue regeneration (Camilleri et al.,
2022). These sealers, also called hydraulic sealers, react with root canals’ humidity to
form hydroxyapatite, leading to osteoconductive and antibacterial effects (Camilleri et
al., 2022). Therefore, many bioceramic endodontic sealers are being launched on the

market.

Bio-C Sealer is one of these sealers, and it is effective in the formation of
hydrated calcium silicate and the release of calcium ions, stimulating the formation of
mineralized tissue, a process called bioactivity that promotes rapid tissue regeneration
(Tolosa-Monfa et al., 2023). Furthermore, it has antibacterial and bacteriostatic action
due to its high alkalinity and sealing capacity, which prevent microorganism infiltration
(Silva et al., 2016). Its new version, Bio-C Sealer ion +, promises greater release of
calcium, magnesium, and silane ions, improving their properties (Sanz et al., 2020).
Although bioceramic sealers have demonstrated good strength and sealing in short-
and medium-term studies, there is a need for more research into their long-term
performance. Therefore, this study aims to evaluate the potential effects of Bio-C
Sealer and Bio-C Sealer ion + extracts on antimicrobial activity and primary culture of
human periodontal ligament cells (hPDLSC), compared to AH Plus. These results may

clarify the properties of these recent root canal sealers.



42

MATERIALS AND METHODS

Sealer Preparation

Three different endodontic sealers were evaluated: AH Plus (Dentsply
International Inc, York, PA, USA), Bio-C Sealer (Angelus, Londrina, PR, Brazil), and
Bio-C Sealer ion + (Angelus). AH Plus was prepared according to the manufacturer's
instructions, while Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + were ready for use. Sealers
(40 mg) were prepared in 24-well culture plates and incubated for 48 h at 37 °C. After
setting, 2.5 mL of culture medium were added to prepare the extract. The media used
were Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM - Gibco, Grand Island, NY, USA)
supplemented with 10% Fetal bovine serum (FBS - Cultilab, Campinas, SP, Brazil),
brain heart infusion (BHI) medium (Sigma Chemicals Co., St Louis, USA), and RPMI
1640 medium (Sigma) supplemented with MOPS (0.16°> mol.L!) depending on the
experiment to be performed, incubated at 37 °C for 24 h, according to the International
Organization for Standardization (ISO) 10993-5. After 24 h, the extracts were collected
and filtered with 0.22 mm stereo filters. Then, dilutions (1:2 and 1:4) were performed
(TOMAS et al., 2018). Extracts from each sealer were analyzed by matrix-assisted

laser desorption ionization (MALDI) (Supplementary Figure 1).

Effect of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + sealers on antimicrobial

activity against E. faecalis and C. albicans

The antimicrobial activity was based on the broth microdilution growth
inhibition assay protocol, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute,
with adaptations (Wiegand et al., 2008). Initially, the minimum inhibitory concentrations
(MIC) for C. albicans (ATCC 10231) and E. faecalis (ATCC 29212) were determined.
E. faecalis bioassays were tested in BHI medium (Sigma) at a concentration of 5x10°
CFU.mLY, in logarithmic phase. Plates were incubated for 18 h, at 37 °C, at medium
temperature. The inhibitory assay for C. albicans was performed in RPMI 1640 medium
(Sigma) supplemented with MOPS (0.165 mol.Lt), using an initial concentration of
2.5x10% CFU.mL! per well in the logarithmic phase. Plates were incubated for 48 h at

30 °C, at medium temperature. The antibacterial and antifungal assays were
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determined by total or percentage prevention of growth. In cases of 100% inhibition,
the bactericidal and fungicidal capacity were also evaluated. Additionally, a pH check

was performed.

Primary culture of periodontal ligament cells

Initially, third molars donated after extraction were used in this study after
approval by the ethics committee (CAAE: 62741822.2.0000.0029). After teeth had
been extracted, they were stored in 10 mL of DMEM (Gibco) with 200 pL of
amphotericin B (Sigma) and 10 pL of gentamicin (Sigma) (Huang et al., 2006).
HPDLSC were obtained by root scraping of the extracted tooth. Then, periodontal
ligament was transferred to a 6-well plate and cultured in DMEM medium (Gibco),
supplemented with 50 U.mL* of penicillin (Gibco), 50 pg.mL* of streptomycin (Gibco),
and 20% Fetal Bovine Serum (FBS) (Cultilab). The culture was incubated in a
humidified atmosphere with 5% CO: (Pedrosa et al., 2022). After confluence, the cell
monolayer was recovered with 300 pL of 0.5% (w/v) trypsin solution (Sigma, St. Louis,
USA) and 10 mM ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) (Sigma), for 2 min, at 37
°C. Then, cells were centrifuged at 1,500 rpm, for 5 min and provided to small culture
flasks containing DMEM (Gibco), supplemented with 2 nM glutamine (Gibco,
California, USA), 50 U.mL™* penicillin (Gibco), 50 pug.mL* streptomycin (Gibco) and
10% FBS (Cultilab) (AL-HABIB et al., 2019).

Effect of Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + and AH Plus on hPDLSC viability

Sealers toxicity was evaluated in hPDLSC culture. Initially, hPDLSC (1x10*
cells.mL?) were cultured in 96-well plates for 24 h in a CO: incubator at 37 °C. After
this period, 200 uL of cell supernatant was exchanged for sealer extracts, and plates
were again incubated at 37 °C for 24 h. After the incubation period, the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay was performed and plates
were read at 570 nm (Loosdrecht et al., 1991).

Effect of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + on the migration and
proliferation of hPDLSC
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Cell migration assessment was performed using the scratch method (He et
al., 2022). In this assay, cells (2.5 x 10° cells per well) were seeded in 6-well culture
plates (Prolab) in DMEM medium (Gibco), supplemented with 100 ug.mL* penicillin
(Gibco) and 100 pg.mL* streptomycin (Gibco) and 10% FBS (Cultilab), maintained
until a confluent monolayer was formed. Then, an artificial wound was reproduced on
well surfaces with a 1000 uL plastic micropipette tip. Remaining cells were washed
and new DMEM medium (Gibco), supplemented with 100 pug.mL* penicillin (Gibco)
and 100 pyg.mL* streptomycin (Gibco) was added together with sealer extracts (1:1,
1:2 and 1:4). Cultures were incubated and monitored for up to 48 h. Photographs with
the aid of microscopy were taken at 0, 24 and 48 h. Images were processed, and cells
located in the wound region were counted with the aid of Image J software (NIH,
Bethesda, MD).

The proliferative potential of hPDLSC was performed using the Trypan Blue
exclusion technique (Cheng et al., 2017). HPDLSC (1x10* cells) were incubated with
extracts of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + (1:1, 1:2 and 1:4) for 24 and
48 h. Subsequently, cells were resuspended, and a 0.4% Trypan Blue dye solution
(Sigma) was added for 1 minute. Cell numbers were immediately counted and

compared with the initial cell number.

Effect of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + on cytokine gene

expression

Expression of TNF-a, IL-B, IL-6 and IL-10 by hPDLSC incubated with sealer
extracts was evaluated by real-time PCR method. To perform different in vitro culture
conditions, additional stimuli were represented by LPS (1 yg.mL™) (Escherichia coli
lipopolysaccharides, Sigma) and LPS+IFN-y (1 yg.mL?) (Interferon-gamma, Sigma)
and the union of both for 24 h. All sealers were evaluated in all these conditions. After
cell culture, RNA was removed by the TRIzol™ method (ThermoFisher Scientific,
California, USA) (Xu et al., 2021). Then, RNA guantification was determined by Qubit®
(Bustin et al., 2009). Gene expression analysis was performed by real-time PCR with
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoFisher) in order to verify the
expression of genes indicative of inflammatory and anti-inflammatory processes. For

this analysis, the expression of TNF-a, IL-B, IL-6 and IL-10 genes was evaluated.
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GAPDH was used as the constitutive gene. The quantification occurrence was
prepared according to the manufacturer's recommendations. Each reaction had a final
volume of 10 uL, consisting of: 5 uL of SYBR Green; 0.5uL of primers, with 0.25uL of
primer for each gene (Table 1); and 2.5uL of Nuclease-free Water (ThermoFisher
Scientific - SYBR™ Green PCR Master Mix KIT). The relative expression levels in the

experimental group were calculated by A(ACT)(ACTControl ~ACTExperiment) (Bustin

et al., 2009).

GENE PRIMER SEQUENCE (5'-3)

TNF-a Forward CACAGTGAAGTGCTGGCAAC
Reverse GATCAAAGCTGTAGGCCCCA

IL-1® Forward GCACTACAGGCTCCGAGATGAA
Reverse GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT

IL-6 Forward CCCACCAGGAACGAAAGTCA
Reverse GGCAACTGGCTGGAAGTCTCT

IL-10 Forward TAAGGGTTACTTGGGTTGCCA
Reverse TCTGGGCCATGGTTCTCTG

GAPDH Forward AGTGGCAAAGTGGAGATT

Reverse GTGGAGTCATACTGGAACA

Table 1: Sequence of primers for each gene used in the PCR assay.

Statistical analyses

All experiments were carried out in three technical replicates and repeated at
three independent moments. According to statistical analysis, normal distribution was
verified by Shapiro—Wilk test. Data were described as mean and standard deviation
(SD). Statistical analysis of the data was performed by using one-way analysis and
two-way anova analysis; when necessary, variance and Tukey's multiple-comparison

post-test were also used, with significance of p<0.05.

RESULTS

Effect of Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + and AH Plus on E. faecalis and C.

albicans antimicrobial activity

AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + were analyzed for their bacterial

growth inhibition against E. faecalis and C. albicans. Note that AH Plus and Bio-C
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Sealer ion + were demonstrated to inhibit 100% of E. faecalis growth in the presence
of sealer extracts (1:1, 1:2 and 1:4). Bio-C Sealer was demonstrated to inhibit 100% of
bacteria inhibition only in the presence of undiluted-sealer extracts. However, diluted
sealer extracts 1:2 and 1:4 inhibited 98% and 85% of bacterial growth, respectively
(Table 1). Bactericidal effects were also detected in the presence of AH Plus (1:1), Bio-
C Sealer (1:1) and Bio-C Sealer ion + (1:1, 1:2 and 1:4).

Regarding fungal growth inhibition against C. albicans (ATCC 10231), note
that undiluted extracts of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + inhibited 100%
of fungal growth. However, 1:2 and 1:4 sealer extracts demonstrated different
percentages of fungal growth, as shown in Table 1. Nonfungicidal activity was

detected. Additionally, a pH check was performed which ranged from 7.1 to 8.1.

pH MIC MBC MIC MFC
SEALERS E. faecalis E. faecalis C. albicans C. albicans
AH Plus (1:1) 7.1 D D D ND
AH Plus (1:2) 8.0 D ND ND (82%) ND
AH Plus (1:4) 7.4 D ND ND (73%) ND
Bio-C Sealer (1:1) 8.1 D D D ND
Bio-C Sealer (1:2) 8.0 ND (98%) ND ND (96%) ND
Bio-C Sealer (1:4) 7.7 ND (85%) ND ND (0%) ND
Bio-C Sealer ion + (1:1) 7.8 D D D ND
Bio-C Sealerion +(1:2) 8.1 D D ND (98%) ND
Bio-C Sealerion + (1:4) 7.8 D D ND (91%) ND

Table 2. Growth inhibition of E. faecalis e C. albicans in the presence of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion +. Positive
control was represented by Ampicillin 20 ug.mL* and Amphotericin B 10 yg.mL™. pH of each sealer extract was demonstrated.
Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicidal concentration (MFC)
are represented by Detected (D) and Not Detected ND. Non-detected MIC was followed by percentage of microorganism inhibition
between parentheses.

Effect of Bio-C Sealer, Bio-C Sealer ion + and AH Plus on hPDLSC viability

AH Plus extracts decreased cell viability in a dose-dependent way, leading to
55.46% cell viability in contact with the 1:1 extract (p=0.002); 67.93%, in contact with
1:2 extract (p=0.0001); and 80.65%, in contact with 1:4 (p>0.05) extract, compared to
control group (Figure 1A). Regarding Bio-C Sealer, a similar dose-dependent
relationship was observed: 69.66% cell viability in contact with 1:1 extract (p<0.0001);
85.28%, in contact with 1:2 extract (p<0.05); and 93.84% in contact with 1:4 extract
(p>0.05), compared to control group (Figure 1B). In addition, Bio-C Sealer ion +
extracts demonstrated the smallest cellular difference compared to the control group,

leading to a 28.4% decrease in cell viability in the presence of 1:1 extract (p<0.0001),
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a decrease of 10.66% in the presence of 1:2 (p>0.05) extract and 5.05% in the
presence of 1:4 (p>0.05) extract, compared to control (Figure 1C). At different
concentrations of the extracts, greater toxicity was observed in non-diluted extracts
(Figure 1).
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Figure 1. hPDLSC viability by MTT assay. hPDLSC viability after 24 h of incubation with AH Plus (A), Bio-C Sealer (B) and Bio-
C Sealer ion + (C) extracts (1:1, 1:2 and 1:4). Graphs represent the mean and standard deviation of the absorbance and
percentage of cell viability of three biological replicates performed in technical triplicates. **p=0.002; ***p=0.0001 and
***xn<0.0001, represent statistical difference by one-way ANOVA and Tukey post-test.

Effect of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + on the migration and
proliferation of hPDLSC

Apical tissue repair is directly related to hPDLSC proliferation and migration.
Undiluted extracts of Bio-C Sealer ion + up-regulated the number of migrated cells
compared to undiluted extracts of Bio-C Sealer, AH plus, and control (p<0.05, p=0.002
and p=0.002, respectively — Figure 2A), after 24 and (p<0.05, p=0.002 and p<0.05—
Figure 2A) 48 h. In addition, both bioceramic sealers up-regulated cellular migration in
comparation to AH Plus (p>0.05 and p=0.002, respectively). However, despite the high
viability of hPDLSC in the presence of Bio-C Sealer ion +, the wound closure was not
accompanied by cell proliferation (Figure 2B). This analysis was followed by evaluating
the effect of different dilutions of each tested sealer on hPDLSC migration. A dose-
dependent relationship was observed in the migration of hPDLSC after 24 and 48 h,
where the lower the sealer dilution, the greater the number of migrated cells (p=0.002—
Supplementary figure 2; p<0.05 and p=0.002— Supplementary figure 3; p<0.05 and
p=0.002— Supplementary figure 4). Regarding the proliferation of hPDLSC in different
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sealer dilutions, after 48 h, although a slight proliferation was observed in the presence
of all sealers with greater dilution, it was only in the presence of Bio-C Sealer ion +
(1:4) that this difference was statistical (p<0.0001 — Supplementary Figure 4).
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Figure 2. Migratory behavior of periodontal ligament cells when exposed to AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + extracts
(1:1), after 24 and 48 h. (A) Percentage of cells migrated to the wound in 24 h and 48 h. *p < 0.05 and **p=0.002, represent
statistical difference by one-way ANOVA and Tukey post-test. (B) Proliferation of ligament cells using the Trypan blue method,
after 24 h and 48 h of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer fon + extract (1:1). (C) Representative image of the cell migration
test, using the scratch method. Dots indicate the presence of cells in the wound. Vertical lines horizontal to the initial location

where the wound was made at the starting point.
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Effect of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + on cytokine gene

expression by hPDLSC

TNF-a, IL-18, IL-6 and IL-10 gene expression by hPDLSC after exposure to
tested sealers in different in vitro conditions (basal, plus LPS, and plus LPS and IFN-
y) were evaluated (Figure 3). AH Plus was able to up-regulate TNF-a (Figure 3A,
p=0.0001; B, p=0.0001; and C, p=0.0001), IL-6 (Figure 3G, p<0.0001; H, p<0.0001;
and [, p<0.0001) and IL-10 (Figure 3J, p=0.0001; K, p=0.002; and L, p>0.05) gene
expression in all in vitro tested conditions. In contrast, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer
ion + did not affect TNF-a (Figure 3A, B and C), IL-6 (Figure 3G, H and I) and IL-10
(Figure J, K and L) gene expression in all conditions. AH plus also up-regulated the IL-
18 gene expression in comparation to Bio-C Sealer in LPS and IFN-y stimulated
condition (Figure 3F, p<0.05). These results demonstrate the potential of AH plus to
activate cytokine production, while bioceramic sealers maintained basal levels of

cytokines, under different experimental conditions.
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Figure 3. TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-10 genes expression. By hPDLSC. Cells when exposed to AH Plus (1:1), Bio-C Sealer (1:1)
and Bio-C Sealer ion + (1:1) in different conditions: basal (A, D, G and J), stimulated with LPS (B, E, H and K) (1 pg.mL™) and
LPS plus FN-y (C, F, | and L) (1 pg.mL™?), after 24 h of incubation. Graphs represent mean and standard deviation of three
biological replicates in technical triplicate. For analysis of TNF-a and IL-18 expression, the CT of samples that did not show
amplification was set at 40. *p<0.05, **p=0.002, ***p=0.0001 and ****p<0.0001 represent statistical difference verified by two-

way ANOVA and Bonferroni post-test.
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DISCUSSION

Endodontic treatment failure is generally related to bacterial persistence and
may involve poor chemical-mechanical preparation and improper filling of root canals
(Tabassum and Khan, 2016). Inadequate coronal sealing followed by inadequate root
canal filling allows tissue fluids to enter root canals, providing nutrients for the
remaining microorganisms, leading to the development of periradicular lesions (Ricucci
and Siqueira 2010). In this context, bioceramic sealers have been bringing
technological advances, presenting better antibacterial properties and radiopacity
(Zhang et al., 2021). In addition, it is also important that root sealer should be
biocompatible, since it can interact with periodontal tissues especially in situations of
extravasation in the periradicular region (Sanz et al., 2020; Parirokh and Torabinejad
2010). Thus, this study evaluated the antimicrobial effect and role of Bio-C Sealer
(Angelus), Bio-C Sealer ion + (Angelus) and AH Plus (Dentsply) in the response of
periodontal ligament cells.

Initially, it is known that the control of microorganisms can be decisive in the
success of endodontic therapy. Therefore, it is desirable that endodontic sealer should
present some antimicrobial effect (Siqueira and Réc¢as 2008). First, AH plus, Bio-C
sealer and Bio-C sealer ion + were demonstrated to inhibit E. faecalis growth, even in
the presence of diluted extracts of these sealers. The exceptions were diluted extracts
of Bio-C sealer (1:2 and 1:4), which partially inhibited E. faecalis growth. Antibacterial
effect was also observed in the presence of undiluted sealers, and Bio-C sealer ion +
stood out, as it presents bactericidal action even in the presence of diluted extracts.
Similarly, Viana (2021) reported antimicrobial activity against E. faecalis in the
presence of AH Plus and Bio-C Sealer through the crystal violet assay. However, there
are no previous studies on the antimicrobial activity of Bio-C Sealer ion + against E.
faecalis. Subsequently, the antifungal effect of these sealers was evaluated. Undiluted
extracts of AH Plus, Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion + were able to inhibit C.
albicans growth, but without fungicidal effect. Previously, Hage (2023) reported
inhibitory activity against C. albicans of AH Plus and Bio-C Sealer extracts. However,

again, there are no antimicrobial studies reporting antifungal effect by Bio-C Sealer ion

+.
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In the next step, the toxicity of root sealer on periodontal ligament cells was
evaluated. In many situations, periapical leakage after root canal filling is reported.
During extravasation, this sealer comes into contact with hPDLSC, which can lead to
difficulties in reestablishing these cells. In this study, a small decrease in the viability
of hPDLSC was observed in the presence of undiluted sealer extracts, but with a
minimum viability above 55%. The toxicity of all sealers was dose-dependent, and AH
plus presented the greatest toxicity. According to Tolosa (2023), Bio-C Sealer
presented moderate cytotoxicity while AH Plus presented severe cytotoxicity to
fibroblast cell culture. In another study, Sanz (2020) observed greater viability of
hPDLSC in contact with extracts (undiluted, proportions 1:2 and 1:4) of Bio-C Sealer
ion + when compared to AH Plus. The absence of toxicity of bioceramic sealers, Bio-
C Sealer (Angelus), Endosequence BC Sealer (BC), Sealer Plus BC (MK life) and MTA
(Angelus) has also been observed in macrophages culture, demonstrating 90% of

viable cells (Tavares et al., 2024).

Since the results showed low toxicity of bioceramic sealers and moderate
toxicity of AH plus, the effects of these on healing processes were evaluated, analyzing
the proliferation and migration of hPDLSC. Cell migration occurs naturally in several
biological processes, such as wound healing and during inflammatory conditions
(Cheng 2015). Undiluted extracts of Bio-C Sealer ion + up-regulated the number of
migrated cells, followed by undiluted extracts of Bio-C Sealer and AH Plus in relation
to control group, after 24 and 48h. According to this, Lopez (2019) demonstrated that
Bio-C Sealer increased hPDLSC migration in relation to AH Plus. However, there are
still no migration studies comparing Bio-C Sealer ion +. Our results also demonstrated
that cell migration was not accompanied by hPDLSC proliferation. And on this topic,

there are still no proliferation studies regarding Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion +.

During the repair process, immune reactions play an important role, which is
often directed by cytokines produced. Therefore, the expression of cytokine genes was
assessed in hPDLSC under different culture conditions: basal conditions, LPS-
stimulated culture and LPS and IFN-y-stimulated culture. The idea was to mimic
periapical conditions involved in situations related to pulp necrosis and periradicular
lesions. LPS is an abundant molecule in the outer membrane of gram-negative
bacteria and plays a significant role in the inflammatory process by promoting several

biological responses (Maldonado et al., 2016). IFN-y is a cytokine that activates intra
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and intercellular networks to regulate innate and acquired immunity, in addition to
increasing several pro-inflammatory parameters (Pucinelli et al., 2022). Both stimuli
were classic and previously described in several other studies (Liao et al., 2019; Dhar
et al., 2018; Hong et al., 2021).

In all tested conditions, AH-plus increased the expression of cytokines TNF-aq,
IL-6, and IL-10, while also increasing the expression of IL-18, in relation to the Bio-C
sealer. In addition, bioceramic sealers maintained the expression of these cytokines at
basal levels, in all conditions. Cytokine TNF-a is considered a marker of early
inflammation (Song et al., 2017). The presence of TNF will promote the recruitment of
leukocytes, inducing vasodilation and stimulating the production of pro-inflammatory
cytokines, such as IL-6 (Hall et al., 2016). In addition, cytokine IL-6 is a cytokine related
to both anti-inflammatory and pro-inflammatory actions. Studies also show IL-6 as a
protagonist during chronic inflammatory activity, in which it acts as a mediator between
the acute and chronic phases (Buckley et al., 2001). In addition, it is considered one
of the main mediators of the host's response after aggression (Rodrigues et al., 2021).
On the other hand, cytokine IL-10 presents an immunomodulatory role. It is a classic
anti-inflammatory cytokine and is related to the regulation of tissue integrity and
homeostasis, restoring functioning without tissue repair. Its action in response to
inflammation occurs through signaling that inhibits the production of cytokine
inflammatory agents, colony-stimulating factors and various chemokines in monocytes

and macrophages (Salminen et al., 2021).

In 2023, Martorano and co-workers observed an increase in the TNF-a and IL-
168 genes in an in vitro study when macrophages came into contact with AH Plus
(Dentsply), when compared to Sealer 26 (Dentsply) and Sealer Plus BC (Mk Life)
(Martorano et al., 2023). In another study using hPDLSC, Bio-C Sealer slightly induced
the production of TNF-a and IL-10, when compared to MTA Fillapex (Angelus) and
PBS Cimmo HP (Cimmo Solu¢des em Saude, Pouso Alegre, MG, Brazil) (Pedrosa et
al., 2021). In another study, Pérez-Serrano et al. (2021) suggested that MTA Fillapex,
BioRoot RCS, AH Plus and Pulp Canal Sealer did not have inflammatory properties of
hPDLSC. Similarly, another in vitro study also observed an increase in IL-6 after
exposure of hPDLSC to AH Plus, when compared to EndoSeal MTA (Maruchi; Wonju,
Korea) (Lee et al., 2019). Alchawoosh et al. (2023) demonstrated a significant

decrease in the expression of IL-18 and IL-6 by osteoblast and macrophage cell lines
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in the presence of Bio-C Sealer (Angelus) and EndoSequence BC Sealer (Innovative).
In addition, in another in vivo study, it was demonstrated that AH Plus (Dentsply)
presented a higher number of IL-6 immunostained cells, while Bio-C Sealer (Angelus)

presented smaller IL-6-marked cells in subcutaneous tissue of rats (Alves et al., 2020).

The introduction of bioceramics represents the most recent innovation in the
development of new endodontic sealers. This development has improved several
endodontic sealer properties and allowed the launch of several new sealers on the
market. This highlights the need to carry out studies involving these new products.
Thus, this study brought important and favorable results regarding the effects of

bioceramics on hPDLSC.

CONCLUSION

Non-diluted extracts of AH Plus, Bio C-Sealer and Bio-C Sealer ion + inhibited
E. faecalis and C. albicans growth and presented a bactericidal effect on E. faecalis.
However, these extracts also showed moderate toxicity to hPDLSC, being greater in
the presence of AH-plus. During the repair process, bioceramic sealers allow greater
hPDLSC migration than AH plus, but this activity was not accompanied by an increase
in cell proliferation. Finally, in different immunoinflammatory in vitro conditions, AH plus
was able to upregulate the expression of TNF-a, IL-6, IL-10, while bioceramics
maintained this expression at basal levels. Therefore, bioceramic sealers appear to be
biocompatible and capable of restoring the balance of the periodontal environment

under different conditions.
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Supplementary Figure 1. Maldi-ToF (matrix-assisted laser desorption ionization - time of flight) of pure extract from AH Plus,
Bio-C Sealer and Bio-C Sealer ion +. (A) matrix, (B) AH Plus extract (1:1), (C) Bio-C Sealer (1:1), (D) Bio-C Sealer ion + (1:1).
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Supplementary Figure 2. Migratory behavior of periodontal ligament cells when exposed to AH Plus (1:1, 1:2 and 1:4), after 24
and 48 h. (A) Percentage of cells migrated to the wound at 24 h and 48 h. **p=0.002, represent statistical difference by one-way
ANOVA and Tukey post-test. (B) Proliferation of ligament cells using the Trypan blue method, after 24 h and 48 h of AH Plus in
the extracts (1:1, 1:2 and 1:4). (C) Representative image of the cell migration test, using the scratch method. Dots indicate the
presence of cells in the wound. Vertical lines horizontal to the initial location where the wound was made at the starting point.
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Supplementary Figure 3. Migratory behavior of periodontal ligament cells when exposed to Bio-C Sealer in extracts (1:1, 1:2
and 1:4), after 24 and 48 h. (A) Percentage of cells migrated to the wound at 24 h and 48 h. *p<0.05 and **p=0.002, represent
statistical difference by one-way ANOVA and Tukey post-test. (B) Proliferation of ligament cells using the Trypan blue method,
after 24 h and 48 h of Bio-C Sealer in the extracts (1:1, 1:2 and 1:4). (C) Representative image of the cell migration test, using the
scratch method. Dots indicate the presence of cells in the wound. Vertical lines horizontal to the initial location where the wound

was made at the starting point.
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Supplementary Figure 4. Migratory behavior of periodontal ligament cells when exposed to Bio-C Sealer fon + (1:1, 1:2 and 1:4).
(A) Percentage of cells migrated to the wound at 24 h and 48 h. *p<0.05, *p=0.002 and ****p<0.0001, represent statistical
difference by one-way ANOVA and Tukey post-test. (B) Proliferation of ligament cells using the Trypan blue method, after 24 h
and 48 h of Bio-C Sealer ion + in the extracts (1:1, 1:2 and 1:4). Statistical differences verified by Student's t-test *p < 0.05. (C)
Representative image of the cell migration test, using the scratch method. Dots indicate the presence of cells in the wound. Vertical
lines horizontal to the initial location where the wound was made at the starting point.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os cimentos bioceramicos, como o Bio-C Sealer (Angelus) e o Bio-C Sealer ion
+ (Angelus), assim como outros, representam uma inovacdo significativa na
endodontia devido as suas propriedades de biocompatibilidade e atividade
antimicrobiana. Embora o AH Plus (Dentsply) continue sendo um material amplamente
utilizado, sua toxicidade relativamente maior e potencial para desencadear respostas
inflamatoérias intensas podem representar desvantagens em casos de
extravasamento, onde o cimento pode entrar em contato direto com os tecidos

periapicais.

O extravasamento de cimento obturador durante o tratamento endodéntico
pode ter efeitos adversos significativos para os tecidos periapicais. Esses efeitos
podem incluir respostas inflamatérias intensas, danos aos tecidos circundantes, atraso
na reparacao 0ssea, dor persistente e um risco aumentado de infeccdes. A gravidade
desses efeitos adversos depende de fatores como o tipo de cimento utilizado, a
quantidade extravasada e a resposta especifica dos tecidos envolvidos. Para
minimizar esses riscos e promover um reparo eficiente, € essencial selecionar
materiais com menor toxicidade e utilizar técnicas de obturacdo precisas. Em casos
de complicacdes severas, pode ser necessario realizar intervenc¢des adicionais, como
procedimentos cirdrgicos, para remoc¢do do material extravasado e recuperagcdo do

paciente.

Os cimentos obturadores bioceramicos tém se destacado por suas
propriedades bioativas, favorecendo a regeneracdo tecidual, além de sua alta
biocompatibilidade e capacidade de selamento hermético. Essas caracteristicas séo
ideais para a obturacdo radicular, pois contribuem para a formacdo de tecido
mineralizado e reduzem o risco de falhas no tratamento. O langamento de novos
materiais bioceramicos no mercado reflete o caminho da inovacdo para o anseio de
materiais com melhores propriedades na busca por progndésticos de maior sucesso
clinico. No entanto, a diversidade de formulagdes exige uma avaliagdo rigorosa e
baseada em evidéncias para garantir que esses materiais oferecam beneficios reais

na pratica clinica.
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Neste trabalho, os extratos ndo diluidos de AH Plus, Bio C-Sealer e Bio-C
Sealer ion + inibiram o crescimento de E. faecalis e C. albicans e apresentaram efeito
bactericida para E. faecalis. No entanto, esses extratos também apresentaram
moderada toxicidade para hPDLSC, sendo esta maior, na presenga do AH-plus.
Durante o processo de reparo, 0s cimentos bioceramicos permitiram o fechamento de
feridas in vitro, por acdo migratoria de hPDLSC em maior nimero que as células na
presenca do AH plus. No entanto, essa atividade ndo foi acompanhada por um
aumento na proliferagdo celular. Finalmente, em diferentes condigbes
imunoinflamatérias in vitro, o cimento AH plus foi capaz de elevar a expressdo das
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10, enquanto os cimentos bioceramicos mantiveram essa
expressado em niveis basais. Demostrando que 0s cimentos bioceramicos testados
sd@o biocompativeis e capazes de restaurar o equilibrio do ambiente periodontal sob
diferentes condicodes.

Apesar dos resultados promissores, € crucial continuar avaliando estes
cimentos com novos estudos, validando sua eficacia e seguranca em diferentes
condicbes. Ensaios laboratoriais e clinicos sdo necessarios para compreender
plenamente as propriedades fisico-quimicas, a biocompatibilidade e o comportamento
biol6gico desses materiais, além da avaliagdo de uso po6s-mercado, com o registro de

possiveis respostas negativas.

Desta forma, conclui-se que os cimentos bioceramicos testados ofereceram
uma combinacdo de biocompatibilidade e eficacia antimicrobiana. Fato
significativamente favoravel durante o manejo de infec¢cbes endodbdnticas e reparo
tecidual. Esta investigacdo sera aprofundada durante futuro trabalho de Doutorado,
utilizando células sanguineas para explorar as interacdes entre 0s cimentos

bioceramicos e o sistema imunoldgico e sua interacdo com células pré-osteoclasticas.
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cimentos sera avaliada em culturas das células hPDLSCs. Mesta mesma cultura celular serd avaliada a
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