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Introduction générale

L’émail est la partie externe de la couronne, il recouvre la dentine qui est la partie interne de la
dent et qui entoure la pulpe dentaire et le systeme canalaire (Fig. 1a).

La maladie la plus répandue de la dent est la carie. Les bactéries adhérent a I’émail et peuvent
déminéraliser les tissus dentaires suite a une sécrétion d’acides. Quand la carie atteint 1’émail
ou la dentine, on peut la traiter en enlevant les tissues infectés a 1’aide de fraises (Fig. 1b) et les

remplacer par des matériaux résine ou céramique (Fig. 1c).

__—~ Email

Dentine

4
JP Canal radiculaire
.

Figure 1. (a) Anatomie dentaire ; (b) Image de microscopie électronique a balayage (MEB) montrant la fraise
diamantée ; (c) Image MEB montrant le matériau de restoration coronaire.

Une fois que la carie a envahi le systeme canalaire, on devra faire un traitement endodontique.
Plusieurs éléments sont a prendre en considération dans le traitement endodontique : les
instruments, les matériaux utilisés lors du traitement, la médication, le diagnostic, la digue, la
cavité d’acces, la restoration finale, la désinfection et le systeme immunitaire du patient traité.
Le chirurgien-dentiste commence le traitement en préparant une cavité d’accés a 1’aide de
fraises diamantées et d’ultrasons. Puis, on prépare les canaux avec les limes dentaires (Fig. 2a),
on désinfecte avec des irrigants et a la fin on utilise un ciment d’obturation canalaire pour
obturer et remplir le canal a I’aide d’un point de gutta-percha (Fig. 2b). Les ciments d’obturation
canalaire sont fluides. On peut avoir des cas ou on ne peut pas utiliser les ciments d’obturation

canalaire car ils sont fluides et on doit utiliser des ciments de réparation canalaire qui sont plus
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visqueux avant leur prise. Il existe plusieurs cas pour les ciments de réparation, comme par
exemple des apex ouvert (Fig. 2c) ou on ne peut pas utiliser un matériau fluide. Il existe
¢galement d’autres cas, comme la résorption, la perforation, la pulpotomie, le coiffage pulpaire

et nous pouvons utiliser ces ciments dans les cas de I’apicectomie (Fig. 2d).

(b) Ciment Canal radiculaire

,\,.
’\

Ny

Gutta-| percha

Figure 2. (a) Image MEB montrant l'instrument de la préparation canalaire ; (b) Coupe dans la racine dentaire
montre le canal rempli avec du ciment d’obturation canalaire et de la gutta-percha ; (c) Image montrant [’apex
ouvert de la racine dentaire ; (d) Photo de radiologie illustrant un cas d’apicectomie de la racine dentaire.

Ces matériaux doivent tous avoir une bonne résistance a la compression [1], une capacité
antibactérienne, une forte biocompatibilité et ne pas trés soluble dans les fluides périapicaux.
Mon sujet de thése consiste a étudier ces ciments de réparation canalaire et notamment a
améliorer leurs propriétés mécaniques et biologiques, notamment en termes de propriétés
antimicrobiennes.

Ces ciments sont dérivés du ciment de Portland mélangé avec de 1’oxyde de bismuth (composé
radio-opacifiant) avec une limitation majeure : un temps de prise trop long (45-170 min) dans
le cadre de la pratique dentaire [1-3]. La ligne directrice de ce travail de these consiste a rajouter
des polyphénols dans 1’eau utilisée pour la prise du ciment dans I’hypothese que cette famille
de molécules, connus pour leur capacité a s’adsorber sur la surface de tous types de matériaux
[4], favorise des interactions interparticules au sein du ciment et qu’une partie reste disponible

pour favoriser des effets biologiques.
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Le premier chapitre de cette these est une revue décrivant les différentes utilisations des
polyphénols dans la cavité buccale ainsi que les effets de 1’incorporation des polyphénols dans
les matériaux dentaires sur leurs propriétés physiques et biologiques.

Le deuxiéme chapitre est dédié a la modification de I’agrégat de trioxyde minéral ou ’mineral
trioxide aggregate‘” (MTA) avec I’acide tannique : nous avons analysé les effets de I’ajout de
plusieurs fractions massiques de polyphénols sur les propriétés physico-chimiques et le temps
de prise du MTA.

Le troisiéme chapitre présente la modification du platre de Paris avec différentes fractions
massiques d’acide tannique et de pyrogallol afin de mieux comprendre les effets de 1’addition
de polyphénols sur les propriétés de ce matériau.

Enfin, le quatrieme chapitre présente une comparaison entre les effets de I’addition de
polyphénols dans la composition initiale du MTA et du platre de Paris, ainsi que les perspectives

scientifiques apres la fin de ce travail.
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Chapitre | : Revue bibliographique

1.1. Introduction

L’équilibre entre les bactéries pathogénes et les bactéries commensales définit la santé
bucco-dentaire. La perturbation de cet équilibre peut altérer la santé bucco-dentaire. Dans ce
cas les bactéries pathogeniques seront prédominantes et induire des maladies buccales [1]. La
carie dentaire est la maladie principale qui touche les tissus dentaires. La consommation
excessive de produits alimentaires qui sont riches en carbohydrates peut altérer 1’équilibre de
la cavité buccale [2]. Par contre, plusieurs aliments contiennent des composants actifs qui ont
des effets positifs sur la santé buccale en agissant sur les bactéries pathogenes. Parmi les
principes actifs contenus dans ces aliments, les polyphénols. lls sont contenus dans le thé, le
vin, différentes épices et dans des plantes [3].

Les polyphénols consistent en une famille tres hétérogene de molécules organiques
caractérisée par la présence de deux ou plus de groupes phénoliques. Ils se composent d’un ou
plusieurs cycles benzéniques comportant des groupements hydroxyles [4]. Ces polyphénols
sont caractérises par des propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes et
antimutagenes [5, 6]. Les plantes utilisées en Médecine contiennent des concentrations élevées
en polyphénols [7].

Les flavonoides, les acides phénoliques et les polyphénols sont les 3 groupes les plus
importants et les plus étudiés parmi les composés phénoliques alimentaires. Les avantages pour
la santé et la prévention des maladies des composés phytochimiques phénoliques ont été
beaucoup étudiés dans la littérature. Ces polyphénols (Fig. 3) ont été utilisés dans le domaine
dentaire afin d’améliorer les propriétés biologiques des biomatériaux dentaires et les rendre

bioactifs.
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Figure 3. Les structures de différents polyphénols utilisés entre-autre dans le domaine dentaire. (a)
Resvératrol ;(b) Quércetine ;(c) Acide tannique (AT) ;(d) Epigallocatéchine gallate (EGCG) ;(e) Catéchine ;(f)

Epicatechin gallate (ECG).

1.2. Les polyphénols utilisés dans le traitement dentaire

Les polyphénols sont utilisés dans le domaine de la santé bucco-dentaire et peuvent étre
incorporés dans les biomatériaux dentaire [3, 8, 9]. Cette revue bibliographique décrit les
différentes applications des polyphénols et leurs effets sur les différentes tissus dentaires tels

que, la dentine, 1’émail, la pulpe, le systeéme canalaire et la racine dentaire.

1.2.1. Prétraitement dentinaire et stabilité de I’interface résine-dentine

Le collage des adhésifs dentaires sur I’émail est devenu un traitement efficace grace aux
nouvelles résines dentaires a base de 10 Methacryloyloxydecyl Dihydrogen Phosphate (10-
MDP), méthacrylates, éthanol et eau [10]. La dentine est une structure plus complexe que
I’émail car elle contient des fibres de collagéne avec une phase minérale composee
essentiellement de cristaux d’hydroxyapatites. De plus c’est une structure poreuse contenant
des canalicules dentinaires. La collagénase et d’autres enzymes (cysteéine cathepsines et

métalloprotéinases de la matrice extracellulaire) sont responsables de la dégradation de
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collagéne [11, 12]. L’adhésion d'un matériau dentaire a base de résine sur la dentine, passe par
la formation d’une zone hybride (Fig. 4) [13]. Dans cette zone, la résine s’infiltre dans les
fibrilles de collagene de la matrice dentinaire, ce qui forme un verrouillage micromécanique
entre la résine et la matrice dentinaire [11-13]. Par conséquent, la stabilisation de I’interface
résine-dentine et la couche hybride est possible par la prévention de la dégradation hydrolytique

et enzymatique [9, 11-13].

— 10 ym JE—

NEX A 24h Dentin

Figure 4. Image MEB montrant l’interface résine-dentine (x6000). (CO) composite dentaire ; (AD) adhésif
dentaire ; (CH) couche hybride ; (D) dentine.

Les proanthocyanidines sont des polyphénols non hydrolysables issus du métabolisme
secondaire des végétaux. lls sont utilisés pour prétraiter et modifier la dentine, pour améliorer
ses propriétés mécaniques et pour réduire la digestion du collagene [14, 15]. L’unité
polyphénolique des proanthocyanidines interagit avec le collagéne I par 'intermédiaire
d’interactions hydrophobes. Ces interactions peuvent résulter en une liaison stable entre la
résine et la dentine. Ces interactions permettent aussi de réduire la biodégradation de la matrice
dentinaire, ie une hydrolyse ralentie du collagéne [16, 17]. A titre d’exemple, 1’application
d’extrait de pépins de raisins qui contient de la procyanidine B2 pendant une minute sur la
dentine déminéralisée stabilise la dentine en réticulant le complexe dentine-collagene [18]. Les

proanthocyanidines oligomériques permettent une augmentation du module élastique de la
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dentine jusqu’a 80% [19]. L’epigallocatéchine-3-gallate (EGCG) (Fig. 3) est le flavanol le plus
abondant du thé et est connu pour étre un antioxydant puissant. Ce polyphénol a été utilisé lors
de prétraitements dentinaires avant d’application d’un systéme adhésif. Santiago et coll. ont
traité la dentine avec des solutions contenant différentes concentrations en EGCG (0,02 ; 0,1 et
0,5% w/v) avant d’appliquer un adhésif mordancage/ringage en trois étapes (MR3) [20]. Ils ont
trouvé que toutes les concentrations en EGCG préservent la force d’adhésion de I’adhésif aux
surfaces dentinaires 6 mois apres le traitement. Les mémes résultats ont été obtenus pour une
concentration de 0,1% en EGCG dans 1’étude de Singh et coll. [21]. L’EGCG a également été
utilisé avant d’appliquer un systéme en deux étapes (MR2) [22]. Les résultats montrent que ce
prétraitement ne préserve pas la force d’adhésion de cet adhésif aux surfaces dentinaires apres
12 mois. Ce méme polyphénol a été utilisé avant I’application d’un systéme auto-mordancant
[23] : les résultats montrent que ce prétraitement n’affecte pas la force d’adhésion de 1’adhésif
apres 6 mois. Si on compare ’EGCG a la catéchine dans leur effet sur 1’amélioration de
I’adhésion d’un systéme auto-adhésif, il apparait que ’'EGCG permet de bien meilleures
performances. Cela a été expliqué par un nombre plus élevé de groupes hydroxyles dans EGCG
que dans la catéchine, permettant ainsi d’établir un plus grand nombre de liaisons hydrogéne
[24]. D’autres polyphénols, comme la quércetine et le resvératrol (Fig. 3), ont été utilisés pour
le prétraitement de la dentine afin de déstabiliser la liaison résine-dentine [25]. Par conséquent,
les mélanges de polyphénols utilisés dans cette étude ont démontré un effet protecteur sur la
matrice de collagene dentinaire [25]. L'acide gallique, un polyphénol contenant un seul cycle
aromatique peut améliorer I’inhibition des métalloprotéinases matricielles et des cystéines
cathepsines avec une augmentation de la force de liaison entre une résine-adhésive et la dentine
[15]. Les complexes de coordination acide gallique/Fe*® peuvent également diminuer
I’hypersensibilité dentinaire [26]. Un matériau composite, le fluorure-acide tanin-lanthane-

apatite, a été utilisé avec le méme résultat [27]. L’amélioration de la rigidité de la dentine
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déminéralisée et la réduction de la dégradation enzymatique du collagene ont été obtenues apres
un prétraitement dentinaire en utilisant des solutions a 10% et 20% (w/v) en acide tannique
[28].

La reéussite du traitement du canal radiculaire dépend de divers facteurs tels que le
nettoyage approprié et le remplissage tridimensionnel de ce canal. L'élimination de la boue
dentinaire (Figs. 5a et b) et la désinfection du systéme canalaire (Figs. 5¢ et d) sont d'une

importance primordiale lors de la thérapie endodontique [29, 30].

Figure 5. Image MEB montrant (a) la boue dentinaire ; (b) [’élimination de la boue dentinaire ; (C) les bactéries
présentes dans le systeme canalaire ; (d) la désinfection du systeme canalaire.

Différents polyphénols ont été utilisés comme des irrigants lors du traitement
endodontique. L’acide gallique, I’acide tannique et 1’acide ascorbique ont été utilisés pour
irriguer le systeme canalaire dans la racine dentaire [31]. L'application d'acide gallique (10%
w/v) pendant 10 min a permis une meilleure pénétration du ciment en résine dans les tubules
dentinaires. Des solutions d’acide tannique a différentes concentrations et pour différents temps
d’application ont €té utilisées pour traiter la boue dentinaire dans le systéeme canalaire de la
racine dentaire. Bitter [32] a analysé l'effet de I'utilisation de peroxyde d'hydrogéne et
d'’hypochlorite de sodium suivi d'une solution contenant 25% (w/v) d'acide tannique comme
solution finale d'irrigation dans le canal radiculaire dentaire. Cette étude a montré que

I'utilisation d'acide tannique dans le fluide d'irrigation final a conduit a une diminution de la
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rugosité de la surface de la chambre pulpaire. L’ajout d’acide tannique a permis une
amélioration significative des résultats par rapport au mélange peroxyde d’hydrogéne +
hypochlorite de sodium utilisé sans polyphénol. De plus, Bitter [33] a montré que I'utilisation
d'une solution a 25% (w/v) d'acide tannique en contact pendant 60 s élimine la couche de débris
sans élargir l'orifice des tubules dentinaires, et élimine partiellement la matiére organique des
tubules dentinaires. En conséquence, Bitter et coll. [34] ont testé la perméabilité du bleu de
méthyléne dans des cavités dentinaires traitées avec des solutions contenant 25% (w/v) d'acide
tannique pendant 15 s. Leurs résultats ont montré que ce traitement empéchait la pénétration du
bleu de méthyléne dans les tubules dentinaires. Takahashi et coll. [35] ont rapporté qu'une faible
concentration en acide tannique (2 ou 5% (w/v)) appliquée pendant 60 s pourrait éliminer la
boue dentinaire, laissant les orifices des tubules dentinaires obstrués. En revanche, une autre
étude [36] a démontré que I'application de solutions contenant 15, 20 et 25% (w/v) d'acide
tannique sur les surfaces dentinaires pendant 5, 10 ou 15 min ne pouvait pas éliminer totalement
la boue dentinaire en raison de I'action astringente d'acide tannique. Cette action astringente
contribue & la constriction des orifices des tubules dentinaires.

D’autre part, plusieurs polyphénols ont été incorporés dans des biomatériaux dentaires afin de
leur conférer des effets antibactériens et antioxydants. Ces polyphénols peuvent changer la
morphologie, les propriétés mécaniques et la force d’adhésion de biomatériaux aux tissus
dentaires. A titre d’exemple, 'acide tannique incorporé dans le ciment polycarboxylate, ainsi
que dans le fluorure de zinc, améliore la résistance du collagéne dentinaire a la collagénase et
aux enzymes protéolytiques [37].

Kharouf et coll. ont montré que 1’incorporation d’acide tannique dans le ciment MTA (Mineral
Trioxide Aggregate) améliore sa résistance a la compression [38]. Un verre ionomére mélangé
avec 1,5% de tannin-fluorure a augmenté la force de liaison du verre ionomere a la dentine [39].

L’EGCG a été incorporé dans [’adhésif dentaire afin d’augmenter I’inhibition des
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métalloprotéinases matricielles (MMP) et des cystéines cathepsines. Pour des concentrations de
0,5% et 1% (w/v), il a permis d’augmenter les valeurs de la force de liaison et la longévité du
lien adhésif-dentine pendant 6 & 12 mois [40-43]. Neri et coll., ont montré que I’EGCG a 0,01
et 0,1% (w/v) diminue la solubilité de la résine adhésive dans l'eau [40]. Des ciments verre-
ionomére ont également été mélangés avec 0,1% (w/w) d'EGCG afin d’améliorer leur activité
antibactérienne et d’augmenter leur résistance a la flexion et leur dureté [44]. Gotti et coll. [45]
ont analyseé I'effet de I'ajout de quercétine a un systeme d'auto-mordancgage en deux étapes et a
un systéeme d'auto-mordancage en une étape. lls ont trouvé que la quércetine avait un effet
positif sur la durabilité, la stabilité¢ et la force d’adhésion de ses adhésifs sur les surfaces
dentinaires, ainsi qu’un effet antibactérien (entre 20-40% sont tuées) tout en préservant la force

de liaison et en inhibant I'activité de la collagénase [45, 46].

1.2.2. Reminéralisation, viabilité cellulaire et différenciation

L'EGCQG et I’épicatéchine gallate (ECG) en tant qu'agent de réticulation du collagene n'affecte
pas la viabilité cellulaire et induit un effet positif sur la prolifération et la différenciation des
cellules pulpaires dentaires humaines [47, 48]. Trois flavonoides (quercétine, génistéine et
baicaline) ont été utilisés afin de tester leur cytotoxicité et leur aptitude a différencier des
ostéoblastes humaines. [49]. Le resvératrol a été aussi utilise pour améliorer la viabilité
cellulaire de la résine dentaire [50]. Ce polyphénol a aussi €été utilisé pour réduire 1’amplitude
du mouvement des dents pendant le traitement orthodontique et pour réduire le taux de
résorption radiculaire [51]. Concernant la reminéralisation, I’acide gallique a été utilisé pour
réduire la gravité de la déminéralisation de I’émail induite par les bactéries. En effet, L'acide
gallique peut inhiber la déminéralisation de I'émail en tant que chélateur des ions calcium et
peut améliorer la reminéralisation de I'émail déminéralisé [52, 53]. L'acide gallique a également

été utilise pour reminéraliser I'émail carieux précoce, pour augmenter la micro-dureté de surface
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et pour réduire la résistance a l'usure de I'émail [54]. L'acide gallique participe a la formation
d'hydroxyapatite (Fig. 6), limite la croissance cristalline principalement le long de la direction

[002] et modifie la morphologie et la taille des cristaux obtenus [55, 56].

Figure 6. Image MEB montrant le changement de morphologie de hydroxyapatite mise en contact avec des
solutions contenant différentes concentrations en acide gallique (a) 0% ; (b) 0,05g/L ; (c) 1 g/L ; (d) 4 g/L [56].

Des polyphénols de thé vert (TP) mélangés avec des particules nanométriques de phosphate de
calcium ont été utilisés pour reminéraliser les lIésions carieuses de I'émail [57]. Les résultats de
cette étude ont également montré que I'ajout de polyphénols de thé aux particules de phosphate
de calcium fournit un effet antibactérien et améliore le processus de reminéralisation. Les
composés issus de Galla chinensis améliorent la reminéralisation des Iésions radiculaires et

inhibent également I'activité de la collagénase [58].

1.2.3. Activités antibactériennes, anti-inflammatoires et antioxydantes
La cavité buccale contient environ 750 types de bactéries dont de nombreuses sortes présentes
au niveau de la plaque dentaire. Ces bactéries sont responsables de maladies dentaires telles que

les caries dentaires [59]. Les caries dentaires ont été considérées comme les maladies les plus
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polymicrobiennes de la cavité buccale [60]. Streptococcus mutans (S. mutans) a été impliqué et
considéré comme la cause principale et I'agent le plus cariogene des caries dentaires chez
I'nomme [61, 62]. Ces bactéries excrétent des glucides, tels que le glucose et le saccharose
métabolisés en acides organiques par les glucosyltransférases et générent des biofilms stables,
qui affectent les surfaces dentaires minéralisées [63, 64]. Xu et coll. [65] ont montré qu'une
concentration de 31,25 pg/mL de gallate d'épigallocatéchine du thé vert inhibe I'activité
glucosyltransférase de S. mutans et 15,6 pg/mL de la méme molécule inhibent 90% de la
formation du biofilm de S. mutans. Les dérivés de la catéchine comme le gallate de
gallocatéchine (0,32 mM) et le gallate d'épigallocatéchine (0,31 mM) étaient capables d'inhiber
les glucosyltransférases de S. Mutans. Melok et coll. [61] ont montré que l'utilisation
d'épigallocatéchine-3-gallate-stéarate a 250 pug/mL, un dérivé estérifié de I'épigallocatéchine-
3-gallate, pouvait complétement inhiber la croissance de S. mutants et la formation de biofilm.
L'ajout de 700 pg/mL d'EGCG a des composites de restoration dentaire réduit la viabilité de S.
mutans (plus que 90%) [66]. Une autre étude a montré que des solutions a 200 pug/mL et 300
pg/mL d'EGCG ont un effet inhibiteur sur la croissance de S. mutans tout en augmentant la
force de liaison de la résine-adhésive a la surface de la dentine. Le gel Apacaries est un matériau
contenant des composés polyphénoliques, comme I'acide gallique, qui pourrait jouer un role
intéressant dans les activités antibactériennes [67]. L'EGCG a été utilisé comme agent
antibactérien contre les biofilms d’Enterococcus faecalis (E. faecalis), qui sont associés a des
infections persistantes du canal radiculaire [68]. La concentration minimale inhibitrice en
EGCG contre E. faecalis était égale a 5 pg/mL. Kwon et coll. [69] ont comparé les effets de
deux agents antibactériens (EGCG et glutaraldéhyde) sur la viabilité cellulaire. En présence des
concentrations dEGCG les plus élevées (10 a 100 umol/L), la viabilité cellulaire était
néanmoins réduite. Il a également été conclu que I'EGCG ne favorisait pas la différenciation

odontogenique et la prolifération par lui-méme, mais facilitait ces processus. Le collagéne
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réticulé en présence d'EGCG a montré une résistance a la compression plus élevée (contrdle
= 0.5 MPa; 10pmol/L = 2.5 MPa) et une surface plus rugueuse (300 nm en comparant avec le
contréle « 100 nm »).

Les polyphénols sont dissous ou se trouvent sous forme colloidale dans plusieurs
boissons comme le thé ou différents vins. Ces polyphénols ont des activités antifongiques, des
activités antibactériennes et antioxydantes; et des effets inhibiteurs sur certains
microorganismes pathogenes oraux comme S. mutans [59, 70-73]. Ferrazzano et coll. [74] ont
comparé, dans une étude in vivo, I'effet antibactérien du bain de bouche a base de thé (1,6 g de
feuilles de Camellia sinensis broyées ont été mises en suspension dans 40 mL d'eau distillée a
100 ° C pendant 3 min) et un bain de bouche placebo contre S. mutans et des lactobacilles.
Quarante millilitres de chaque bain de bouche ont été utilisés 3 fois / jour pendant 7 jours. Une
baisse significative des niveaux de S. mutans (60%) et une baisse significative des niveaux de
lactobacilles (42,4%) ont été observées en utilisant un bain de bouche au thé vert par rapport au
placebo. Les effets anticariogenes de 10% de polyphénol de thé, 0,05% (w/v), de fluorure a
0,05% (w/v, de chlorhexidine a 0,2% (w/v) et de chlorhexidine combiné avec 0,2% (p/v) de
chlorhexidine ont été étudiés [75]. Cette étude a montré que tous les groupes avaient un effet
anticariogéne par rapport aux solutions salines, tandis que I'effet anticariogéne du fluorure-
chlorhexidine combiné était le plus élevé parmi ces groupes. Hambire et coll. [76] ont comparé
I'effet d'une solution a 0,5% (w/v) de rince-bouche extrait de thé vert avec un rince-bouche
commercial contenant 0,2% (w/v) de gluconate de chlorhexidine et un rince-bouche au fluorure
de sodium (0,05 % wi/v) sur la plaque, I'état gingival, I'état d'hygiéne buccale et le pH salivaire.
Ces chercheurs ont montré que le bain de bouche au thé vert jouait un réle positif important sur
les critéres testés et aucun effet secondaire mesurable n'a été trouvé avec les autres bains de
bouche testés. Chez les rats, des polyphénols de thé vert ajoutés a différentes concentrations

(0,1-0,5% w/v) a I’alimentation ou a 1’eau ont montré que l'activité carieuse était réduite [77].

26



Le thé Oolong, principalement consommé en Chine et a Taiwan, a été utilisé pour inhiber
I'activité glucosyltransférase de S. mutans et pour diminuer le dép6t de plaque dentaire sur les
dents [78-82]. Le café d'orge, contenant des anions fluorure, des cations zinc et des composés
phénoliques, a un effet antibactérien sur S. mutans et ses biofilms [83, 84]. Plusieurs études in
vivo [72, 85] ont demontré que deux fois moins de biofilms se développaient sur les dents des
consommateurs buvant du vin, du thé ou du café par comparaison avec les consommateurs
buvant de I’eau.

Le vin est l'une des boissons alcoolisées la plus freguemment consommée par les
humains. Il contient de nombreux composés biologiquement actifs, qui ont des effets bénéfiques
pour la santé humaine lorsqu’il est consommé avec modération [86]. Les vins rouges et blancs
contiennent des acides organiques et des polyphénols. Parmi ces acides organiques, les acides
tartrique, citrique, succinique, malique, lactique et acétique pourraient contribuer a l'activite
antibactérienne contre S. mutans et au traitement de maladies parodontales [12, 87, 88].
Plusieurs études ont analysé I'effet antibactérien de nombreuses plantes tel que Hop Bract,
Salvadora persica, Thymus lamiaceae, Perilla frutescens, Paullina cupana, Oenothera biennis,
Sida urens L. (Malvaceae), Cistus incanus Herbal (flavonols, flavonol glycosyleé, catéchine,
acide gallique), Ziziphus jujuba (quercitrine, catéchine, gallocatéchine) et Trachyspermum
ammi (Ajwain) [89-100]. Ces plantes sont riches en polyphénols et peuvent étre utilisées pour
prévenir les caries dentaires.

Candida albicans est un colonisateur des caries dentaires chez les enfants et les adultes.
Il joue un rdle important dans I'évolution des caries en raison de la production d’acides
organiques et de sucres dans la plague dentaire [101]. Les polyphénols de the vert (1,25 pg/mL)
et de Padma Hepaten (0,16 pug/mL) peuvent inhiber la croissance de C. albicans de plus de
88% et empécher la formation de biofilms [102]. Une étude récente du méme groupe [103] a

montré la capacité des polyphénols du thé vert et de Padma Hepaten a inhiber les propriétés
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carieuses de S. mutans et C. albicans (Fig. 7). Thymus capitatus (TC) et Citrus limon var.
pompia ont montré une capacité antimicrobienne contre S. mutans ; mais seul le TC était
efficace comme composé fongicide contre C. albicans, capable de tuer 70% d'entre eux [104].
La canneberge, également riche en polyphénols, peut également inhiber les facteurs cariogenes
de S. mutans et C. albicans biofilms en réduisant leur acidogénicité et leur activité métabolique

[105].

Figure 7. Image MEB montrant la morphologie de biofilms de C. albicans et de S. mutans. (a-c) groupe
contréle ; (d-f) groupe traité avec polyphénols de thé vert et de Padma Hepaten [103].

Les matériaux & base de résine métacrylate contiennent du diméthacrylate de triéthylene
glycol (TEGDMA), qui induit I'expression de la cyclooxydénase-2. Cette enzyme induite par
TEGDMA joue un r6le dans les maladies de la pulpe dentaire. L'activité cyclooxydénase-2 peut
étre supprimée en présence de 10 et 15 pmol/L d'EGCG [106]. Les catéchines, y compris le
gallate d'épicatéchine et le gallate d'épigallocatéchine, ont été utilisées pour réduire la
concentration des facteurs inflammatoires presents dans la pulpe inflammée [107, 108]. De
méme, I'EGCG et I'ECG (dissous a 20 et 50 ug/mL) ont réduit I'expression des facteurs de
croissance endothéliaux vasculaires et de la cyclooxygénase-2 qui sont des cytokines pro-
inflammatoires induites dans les cellules de la pulpe dentaire simulées avec le
lipopolysaccharide (LPS), le peptidoglycane (PG), l'interleukine-1b (IL-1b).et le facteur de
nécrose tumorale a (TNF-a) [109]. Wang et coll. [47] ont également démontré que l'activité
anti-inflammatoire de I'ECG et de 'EGCG passe par I'inhibition de I'activité du facteur nucléaire

kappa B (NF-«xB).
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Les espéces réactives de lI'oxygene (ROS) causées par les maladies de la pulpe et les
agents de blanchiment dentaire génerent un stress oxydatif [110] parce que ce sont des especes
radicalaires (contenant des électrons célibataires) tres instables et réactives. Park et coll. [111]
ont rapporté I'effet de 'EGCG (5-50 uM) contre la toxicité induite par lI'oxyde nitrique au
niveau des cellules de pulpe dentaire humaine. Les ROS peuvent également étre désactives par
la butéine, qui est un polyphénol végétal et I'un des composés les plus actifs de la plante Rhus
Verniciflua commune dans les pays d'Asie de I'Est [110]. Hashemi et coll. [112] ont déemontré
que la quercétine peut diminuer I‘expression des cytokines pro-inflammatoires telles que
I'interleukine-6 et -1p. La lutéoline (utilisée a 35 pumol /L) est un polyphénol de la famille des
flavonols et a été associée a du pullulane phosphorylé pour diminuer la production de cytokines
inflammatoires [113]. Le resvératrol inhibe l'interleukine IL-8 et -6 et inhibe la voie de
signalisation c-Jun N-terminal Kinase (JNK) dans les cellules de la pulpe dentaire simulées par
le facteur de nécrose tumorale a (TNFa). Le resvératrol peut étre bénéfique pour diminuer les
Iésions pulpaires pendant la phase sévere de I'inflammation de la pulpe vitale [114]. Il augmente
également l'activité de Sirtuin 1 (protéine désacétylase dépendante du nicotinamide adénine
dinucléotide activée par le stress), qui est un médiateur des genes immunitaires et de défense
dans les cellules de la pulpe dentaire humaine [115]. En activant la fonction de Sirtiun 1 par le
resvératrol, on peut favoriser la différenciation ostéogénique des cellules souches de la pulpe
dentaire dans le microenvironnement inflammatoire via le signal Wnt / B-caténine [116]. Le
resvératrol a été ajouté a des résines adhésives pour favoriser leur biocompatibilité et pour
réduire le stress oxydatif des fibroblastes de souris L929 sans diminuer la force de liaison a la

dentine [117, 118].
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1.3. Conclusions

Il apparait que les différentes classes de polyphénols (Fig. 3) ont été utilisées de maniére
différente selon leur structure et leurs propriétés. Les polyphénols condensés et hydrolysés ont
trouvé une large gamme d'applications dans tous les domaines dentaires et surtout pour la
modification, la reminéralisation de la dentine et pour des activités antimicrobiennes et
antioxydantes. Différentes familles de polyphénols extraits de plantes ont été reportées pour

leurs remarquables propriétés antimicrobiennes.
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Abstract: (1) Background: polyphenols are a broad class of molecules extracted from plants and have
a large repertoire of biological activities. Biomimetic inspiration from the effects of tea or red wine on
the surface of cups or glass lead to the emergence of versatile surface chemistry with polyphenols.
Owing to their hydrogen bonding abilities, coordination chemistry with metallic cations and redox
properties, polyphenols are able to interact, covalently or not, with a large repertoire of chemical
moieties, and can hence be used to modify the surface chemistry of almost all classes of materials.
(2) Methods: the use of polyphenols to modify the surface properties of dental materials, mostly
enamel and dentin, to afford them with better adhesion to resins and improved biological properties,
such as antimicrobial activity, started more than 20 years ago, but no general overview has been
written to our knowledge. (3) Results: the present review is aimed to show that molecules from all the
major classes of polyphenolics allow for low coast improvements of dental materials and engineering
of dental tissues.

Keywords: polyphenols; interactions with collagen; dentin; enamel; dental resins; antibacterial activity

1. Introduction

The entry point for nutrients and food in the body is the oral cavity. Tea and some plants
contain natural polyphenols [1]. Polyphenols are secondary metabolites defined by the presence of a
minimal number of phenol groups [2,3]. Polyphenols play an interesting role in the oral cavity against
many diseases, infections, and oral cancers [4]. This is because they have significant features such as
antibacterial activities [5], antioxidant effects [6] in the oral cavity. More recently, many investigations
have shown that polyphenols can serve as “processing cofactors” to improve mechanical and functional
properties of biomaterials [7]. For the same reasons, they are used in many dental applications. In this
study, we focus on the most important polyphenols used in dental applications as tannic acid, catechin,
resveratol, gallic acid, and epigallocatechin gallate (Figure 1). Our review is aimed to complete the
article written by Catapano-Martinez et al., which described the benefit of polyphenols from food for
the dental health [8]. Herein we will not only focus on antibacterial applications but also on the use of
polyphenols to improve the adhesion between adhesives and dentin or enamel as well as their role in
remineralization processes.

As a starting point, in addition to their structure dependent properties, many polyphenols
spontaneously adhere to the surface of almost all known materials [9] allowing to use them in a
vast repertoire of materials functionalization strategies. Those possible post-functionalizations rely
on the chemical versatility of polyphenols able to undergo acid-base reactions, oxidation processes,
chemical reactivity with nucleophiles in the oxidized state, and also chemical coordination with
metallic cations [10]. In particular, polyphenols are able to interact with biological and synthetic
macromolecules in either a non-covalent or a covalent manner [11]. We build our description of the
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dental applications of polyphenols based on their well-accepted classification between condensed and
hydrolysable polyphenols [10]. Concerning the different subsections describing the application of each
class of polyphenols we rely mostly on the anatomy of the teeth and their contact area with saliva
concerning their antibacterial activity.
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Figure 1. Chemical structure of the most important polyphenols used in dentistry according to their
classification [10].

The purpose of this article is to review the literature in which polyphenols were used in dental
treatments and engineering. Our literature review relies on PubMed to identify the articles with
the following key search sentences: polyphenols from plants and drinking habits in dental caries,
polyphenols in enamel, dentin, root canal and, dental pulp treatments, polyphenols in dental adhesives
and cements. At purpose, the review is organized with respect to the different applications of
polyphenols in the oral cavity and with respect to the big polyphenol families, each one having its
chemical and biological specificities [10]. Condensed polyphenols are stable in water but contain a
lower fraction of adjacent hydroxyl groups and are often less active for a given chemical interaction than
their hydrolysable counterparts, dense in 1,2 diols, but prone to hydrolysis and, hence, fast degradation
in water. We will also address the dental applications of polyphenol mixtures. However, it will be
apparent that some investigations were devoted to study different kinds of the dental applications,
rendering our classification arbitrary in some aspects. We decided to describe the major application
of a given investigation in the subsection where the study gave the more pertinent results without
neglecting to describe the other applications of the used polyphenol/polyphenol mixture.
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2, Condensed Polyphenols

In this section, we will describe the different major dental applications of condensed polyphenols
based on flavonoids and on phlorotannins, such as resveratrol, emphasizing on the mechanism of their
action as well as on the effective concentration range.

2.1. Dentin Modifier, Dentin Pretreatment, Collagen Cross-Linking, and Resin-Dentin Stability

Dentin is the substance located under the enamel layer. It contains essentially hydroxyapatite
crystals and a collagen matrix [12,13]. Collagenase and different protease enzymes (Cysteine cathepsins
and matrix metalloproteinases) have been reported to cut collagen chains and are responsible for
collagen degradation [14,15]. The adhesion of an adhesive-resin material to dentin depends on the
formation and the stability of a hybrid zone (zone where the resin infiltrates into the collagen fibrils
of the dentin matrix) that forms a micromechanical interlocking between the resin and the dentin
matrix [16]. Therefore, the stabilization of collagen in dentin and in the hybrid layer is possible by
preventing the hydrolytic and enzymatic degradation catalyzed by the matrix metalloproteinases and
the Cysteine cathepsins.

Proanthocyanidins are secondary class of non-hydrolysable plant metabolites used to pretreat dentin,
to enhance its mechanical properties and to reduce the collagen digestion. Thus, proanthocyanidins are a
clinical agent fordentin bio-modification [17,18]. The monomeric polyphenolic unitin proanthocyanidins
interacts with collagen I, essentially with proline residues, to provide a stable interaction between
the resin and dentin for 12 months. The stability of this interaction with time is due to a reduced
biodegradation of the dentin matrix with low collagen digestion [19]. Tang et al. [20] showed that
the use of 15% “w/v" of grape seed extract (GSE), which contains proanthocyanidins, in contact with
demineralized dentin protects the collagen matrix against degradation. They reported that using a
solution with 15% of GSE for a 2 min treatment promotes the dentin remineralization rate and forms
mostly hydroxyapatite crystals.

A comparison between three polyphenol solutions (at 50 g/L), quercetin, proanthocyanidins and
baicalein, showed that the baicalein has the highest effect in the protection of the dentin matrix against
collagenase digestion [21].

The formation of polyphenol induced cross-links in the collagen matrix provides cohesion and
makes it more resistant to degradation [22].

Liu et al. [23] reported that using 1% “w/w” of grape seed extract ((+)-catechin, (—)-catechin,
(=)-epicatechin, (—)-epigallocatechin, (—)-epicatechin gallate, (—)-epigallocatechin gallate, procyanidin
B2, and a pCT-pCT dimer) for 1 min stabilizes the demineralized dentin and provides the cross-linked
dentin-collagen complex.

The strong interactions with collagen have necessarily some effect on the mechanical properties of
dental tissues: indeed oligomeric proanthocyanidins enhance the elastic modulus of dentin, [24,25].
Concerning the resistance of enamel to dental abrasion was made using mammals’ teeth [26]. Using a
hardness test (Vickers indenter), it was shown that saliva containing polyphenol compounds (0.1 M
epigallocatechin gallate) in contact with the enamel surfaces showed a greater resistance against
abrasion than the enamel put in contact with saliva without added polyphenols.

In addition to the intrinsic mechanical properties of dental tissues, their interaction with other
materials, such as resins, needs to be improved. To that aim, dental restorations require tooth surface
preparation, this preparation creating a layer of dentinal debris called the “smear layer”. Acid
conditioners of dentin are recommended to achieve a clean dentin surface to subsequently provide the
required bond strength [27-29].

Epigallocatechin-3-gallate (ECGC) solutions with different concentrations (0.02, 0.1, and 0.5% w/v)
were used in dentin pretreatment followed by etch-and-rinse adhesive [30]. The dentin treated with a
concentration of 0.5% showed a lower bond strength for resins after one day than dentin treated with
solutions at the other concentrations. In contrast, dentin treated with all the polyphenol concentrations
preserves its bond strength values for resins during 6 months [30]. Accordingly, Singh etal. [31] reported
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that dentin treated with ECGC at 0.1% w/v preserves the bond strength for 6 months in an etch-and-rinse
adhesive system. Contrarily, different concentrations of EGCG (0.02, 0.2 and 0.5% w/v) followed by
two-step etch-and-rinse adhesive system had not preserved the bond strength for 1 year of storage in
water [32]. These authors reported that the pretreatment with ECGC could reduce the nanoleakage of
the resin-dentin interface in time hence reducing the bond strength values. Costa et al. [33] compared
the effect of 0.1% of ECGC and 2% wjfv of chlorhexidine as dentin pretreatment to a self-etch system.
They demonstrated that the ECGC did not affect the bond strength. The dentin having underzone
chlorhexidine pretreatment showed lower values of bond strength after 24 hand 6 months of ageing in
water. Another study compared the effect of 0.2 M ECGC and 0.2 M catechin as dentin pretreatment for
1 hin self-etch and rinse-and-etch systems[34]. ECGC treated samples revealed a higher bond strength
compared with catechin treated samples due maybe to the higher number of hydroxyl groups in EGCG
(Figure 1), thus the ability to establish more hydrogen bond interactions.

ECGC enhances the bond strength of fiber post (a direct restorative dental marterial) bonded with
adhesive-resin and cemented with dual-cure composite resin cement to intraradicular dentin which was
treated with sodium hypochlorite. In this study, a push-out test was used to evaluate the bond strength.
The authors demonstrated that using an ECGC solution at 400 pg/mL for 1 min as the final irrigation
in intraradicular dentin, treated with sodium hypochlorite, increased the push-out strength and bond
stability of fiber post for a self-etching and an etch-and-rinse adhesive system [35]. Accordingly, in
the study of Pheenithicharoenkul et al. [36], the use of a 1 mg/mL ECGC solution (for 10 min) or
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) at 17% w/v (for 5 min), followed by ECGC (for 5 min) as the
final canal irrigation, demonstrated a higher bond strength than the use of EDTA alone or EDTA with
sodium hypochlorite without ECGC in the final canal irrigation solution.

Bonding the dental restoration to the structure of the tooth becomes a routine in dental practice
and requires various properties, such as a good sealing, high bonding strength to tooth surfaces,
durability over time, low toxicity, and low degradation rate [37-39].

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is a polyphenol which has antibacterial and antioxidant
activities [40,41] as will be described in Section 2.3. In addition to those properties, EGCG was
incorporated in dental adhesive-resins for its inhibitory effects of matrix-metalloproteinases (MMPs)
and cysteine cathepsins. Indeed, those proteins are major players in the degradation and perturbation
of the resin-dentin interface [42,43].

Atconcentrations of 0.5% and 1% (w/v), EGCG incorporated in an ad hesive resin could increase the
bond strength values and the longevity of adhesive-dentin bond for 612 months [44,45]. In contrast to
the previous investigation, the addition of 0.01 and 0.1% (w/v) of EGCG to adhesive-resin compounds
did not affect the resin-dentin bond, but could reduce the solubility of the adhesive-resin in water [42].
Yu et al. [46] showed that EGCG, in addition to its antibacterial activity, increases the bond strength
of root canal sealer to dentin. This result was obtained using a push-out test after a thermocycling
procedure (5000 cycles).

The dental adhesive-resin incorporates many toxic compounds such as Bis-GMA, TEGDMA,
and Bis-phenol A [47]. Fonseca et al. [43] demonstrated that the presence of 0.5-1% (w/w) of EGCG
in the adhesive-resin could reduce the toxicity, reduce the solubility and the water sorption of this
adhesive. These concentrations (0.5-1%) could maintain the hybrid layer and preserve the bond
strength over time.

Glass ionomer cements were also blended with 0.1% (w/w) EGCG to improve their antibacterial
activity and to increase their mechanical properties such as the flexural strength and the hardness [48].

Dental adhesive-resins were also modified with quercetin, which is known as an amphiphilic
antioxidant. The addition of 500 pg/mL quercetin to dental adhesive could give an antibacterial effect
and preserve its bond strength by irhibiting the collagenase activity [49].

Gottietal. [S0]analyzed the effect of the addition of 5% (w/w) quercetin to a two-step etch-and-rinse,
two-step self-etch and one step self-etch adhesive system on bond strength durability to dentin surfaces
after two storage periods in water (24 h and 6 months). They demonstrated a negative effect on the
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bond strength of these adhesives after 24 h. In contrast, for a 6 months storage period, the two-step
etch-and-rinse and the two-step self-etch adhesive systems incorporating quercetin increased the bond
strength, whilst the one step self-etch adhesive incorporated with quercetin maintained the bond
strength durability.

2.2. Remineralization, Cell Viability, and Differentiation

ECGC and epicatechin gallate (ECG) (10 mmol/L) did not affect the dental pulp cells viability [51].

Similarly, Lim et al. [52] reported that epicatechin (0.01, 0.05, or 0.1 mM) as a collagen cross-linker
did not affect the cell viability and induced a positive effect on the proliferation and differentiation of
human dental pulp cells.

Three flavonoids (quercetin, genistein, and baicalin) and phenamil -an osteoblast differentiation
molecule- were used to test their cytotoxicity and their osteoblast differentiation activity on dental
human cells [53]. The used concentrations, ranging from 1 to 25 uM, did not alter the cell viability.
Among the three tested polyphenols, phenamil had the strongest influence on alkaline phosphatase
activity. In contrast, this in vitro study demonstrated that quercetin had a superior effect to phenamil
in the osteogenic differentiation.

Osteoclasts and osteoblasts play an important role in orthodontic tooth movements. These
movements could produce complications, such as root resorption. Liu et al. [54] used two doses of
resveratrol (5 mg/kg/day and 10 mg/kg/day) to evaluate its effect on the orthodontic tooth movement
and root resorption. This study, performed on rats, demonstrated that resveratrol could inhibit tooth
movement during orthodontic treatment and reduce the rate of root resorption during orthodontic
therapy as described in (Figure 2). This investigation also showed that resveratrol promotes the
osteoblastic activity and reduces the osteoclastic activity during orthodontic therapy. Therefore,
resveratrol application during orthodontic therapy could be used as a novel approach to prevent
undesired tooth movement (anchorage or relapse).

Figure 2. Observation of root resorption. (a) SEM image of the tooth, (b) root resorption area (black)
and the total surface area (grey), (¢) representative SEM pictures of the control group, (d) 5 mg/kg/d
resveratrol group, (e) 10 mg/kg/d resveratrol group, (f) the resorption ratio of the three groups were
calculated by dividing the surface of black area by the grey area. (** p < 0.01, n = 6). Modified from
ref. [54] with authorization.

Tooth development may be perturbed during exposure to high-energy radiations. Barbosa et al. [55]
used resveratrol, as a radioprotector, on rats to analyze its effect. Each rat received 100 mg/kg of
resveratrol. Barbosa et al. concluded that this dose of resveratrol had no radioprotective effect on the
dental tooth structure.
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2.3. Antibacterial Activity

It has first to be emphasized that the antibacterial activity of polyphenols is related to a combination
of mechanisms: implying the inhibition of enzymes implied in the bacterial metabolism as well as
the change in the redox balance in the bacterial cell (owing the possible oxidation of catechol groups
in quinones) and the reduction in the concentration of metallic cations due to complexation by
polyphenolics [10].

Xu et al. [56] showed that a concentration of 31.25 pug/mL of epigallocatechin gallate from green tea
inhibits the glucosyltransferase activity of Streptococcus mutans and 15.6 ug/mL of the same molecule
inhibits 90% of S. mutans biofilm formation.

Among condensed polyphenols contained in tea, (=)-epigallocatechin gallate (ECGC) binds to
alpha-amylase, which is a salivary enzyme that catalyzes the breakdown of starch. ECGC could inhibit
the activity of alpha-amylase by non-competitive inhibition. The antimicrobial activity of EGCG against
Aggregatibacter actinomycetemcomitans was showed at concentrations higher than 0.5 mg/mL [57].

In the study of Feng et al. [58], the most abundant polyphenols isolated from green tea were
catechin and 1,4,6-tri-O-galloyl-BD-glucose. Catechin derivatives as gallocatechin gallate (0.32 mM)
and epigallocatechin gallate (0.31 mM) were able to inhibit S. mutans glucosyltransferases.

Melok et al. [59] showed that the use of 250 ug/mL of epigallocatechin-3-gallate- stearate, which is
an esterified derivative of epigallocatechin-3-gallate could completely inhibit S. mutans growth and
biofilm formation. Using scanning electron microscopy, they evidenced the antibacterial effect of
epigallocatechin-3-gallate-stearate after four days of treatment (Figure 3).

Figure 3. Scanning electron microscopy of S. mutans. (a) Control; (b) untreated S. mutans cells after

4 days; (c) S. mutans cells treated with 250 ug/mL of epigallocatechin-3-gallate-stearate after 4 days.
Modified from Ref. [59] with authorization.

ECGC was used as an antibacterial agent against Enferococcus faecalis biofilms, which are associated
with persistent root canal infections [60]. The minimum inhibitory concentration of ECGC against
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E. faecalis was equal to 5 pg/mL. Lee et al. reported that a concentration of 500 pg/mL applied for 7 days
completely eradicated the E. faecalis biofilm [60].

EGCG was added to dental restorative composites to afford this material with an antibacterial
activity [61]. The addition of 700 ug/mL of EGCG reduces the viability of S. mutans.

To provide some comparative data, Kwon et al. [62] compared the effects of two antibacterial
agents and of two cross-linkers (ECGC and glutaraldehyde) on cell viability, odontogenic differentiation,
and proliferation of dental pulp cells, and antibacterial activity in collagen scaffolds. The results
revealed that the cell viability is reduced in the presence of glutaraldehyde (0.1, 1, 10, and 100 umol/L)
compared with the presence of ECGC (0.1, 1, 10, and 100 pmol/L). In the presence of the highest ECGC
concentrations (10-100 umol/L), the cell viability was nevertheless reduced. It was also concluded that
ECGC did not promote the odontogenic differentiation and proliferation by itself but facilitated these
processes. The cross-linked collagen produced in the presence of ECGC showed a shorter setting time, a
higher compressive strength and a rougher surface. Equal concentrations of ECGC and glutaraldehyde
reduced the growth of S. mutans.

Another study showed that 200 ptg/mL and 300 pg/mL of EGCG have an inhibitory effect on the
growth of S. mutans (Figure 4) and increase the bond strength of the resin to dentin surface. EGCG
also preserves the durability of the bond strength for six months [63]. Hence, this investigation is
prototypal of the multi-functionality of EGCG in dental applications.

Figure 4. Scanning electron microscopy of S. mutans accumulation on specimens. (a) Adhesive resin
surface without epigallocatechin-3-gallate (ECGC); (b) ECGC 100 ug/mL; () ECGC 200 ug/mL, (d)
ECGC 300 pg/mL. Biofilms accumulated on (¢) and (d) were not compact after 24 h incubation. Modified
from ref. [63] with authorization.
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2.4. Anti-Inflammatory and Antioxidant Activity

Methacrylate resin-based materials contain triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA), which
induces the expression of cyclooxydenase-2. This TEGDMA-induced cyclooxydenase-2 plays a role in
dental pulp diseases and pulpit. The cyclooxydenase-2 activity could be suppressed in the presence of
10 and 15 pumol/L of ECGC [64].

Catechins, including epicatechin gallate and epigallocatechin galla tz were used to reduce and inhibit
the inflammatory factors, which are found ininflamed pulp [65]. In the study of Hirao etal., two catechin
concentrations were used (10 and 50 pg/mL) to show that this polyphenol did not affect the viability of
the human dental pulp fibroblast cells. Hence, catechins inhibited the effect of interleukins (IL-8 and
-6), of monocyte-chemoattractant proteins and of prostaglandins which are receptors stimulating the
pro-inflammatory mediators. Contrarily, high concentrations of epigallocatechin gallate (50 ug/mL)
did not inhibit the production of prostaglandins in pathogen-associated molecular patterns simulated
human dental pulp fibroblasts. Therefore, catechin has an anti-inflammatory effect due to its activity
on the inhibition of the cytokines and chemokines in human dental pulp fibroblasts modified with
caries-related S. mutans, Streptococcus sanguinis and Streptococcus salivarius, and pathogen-associated
molecular patterns. Accordingly, Nakanishi et al. [66] showed the benefits of using epicatechin gallate
(ECG) and epigallocatechin gallate (ECGC) to inhibit the expression of pro-inflammatory cytokines and
adhesion molecules in human dental pulp cells.

Similarly, EGCG and ECG (dissolved at 20 and 50 ug/mL) reduced the up-regulated expression of
vascular endothelial growth factorsand cyclooxygenase-2 which are ind uced pro-inflammatory cytokines
in dental pulp cells simulated with lipopolysaccharide (LPS), peptidoglycan (PG), interleukin-1b (IL-1b),
or tumor necrosis factor-oc (TNF-oc) [67].

Wang et al. [51] also demonstrated that the anti-inflammatory activity of ECG and ECGC proceeds
through the inhibition of the activity of nuclear factor-kappa B (NF-«B),

Reactive oxygen species (ROS) caused by pulp diseases and dental bleaching agents generate
oxidative stress [68]. Park et al. [69] reported the effect of ECGC (5-50 1.M) against nitric oxide-induced
toxicity of human dental pulp cells which is driven by the ROS production. The Bel-2 cell family
contains anti- and pro-apoptotic proteins, which are important moderators in regulating cell death.
In this context, ECGC scavenges the ROS and regulates the expression of the Bel-2 family preventing
the nitric oxide-induced apoptosis.

ROS can also be quenched by butein, which is a plant polyphenol and one of the most active
compounds of the Rhus Verniciflua plant found in East Asian countries [68]. The study of Lee at al.
demonstrated that butein quenches the ROS and suppresses the toxic effects of hydrogen peroxide,
which is used as a bleaching agent. The concentrations of butein (2.5-20 M) had no toxic effect on the
dental pulp viability. The maximal heme oxygenase-1 protein expression and heme activity, which
exhibit many cytoprotective effects and remove pro-oxidant heme molecules, were attained after 18 h
of butein exposure to human dental cells. Nuclear accumulation of nuclear factor-E2 caused by butein
treatment increased the promotor activity of antioxidant response elements. Therefore, butein can
prevent functional dental cell death and could be used as a protective agent in dental pulp diseases.

Mahmoud Hashemi etal. [70] evaluated the effect of adding 0.5 mg/mL of quercetin to simulated
T cells extracted from pulpits with high mobility group box 1 (HMGB1). They demonstrated that
quercetin can decrease pro-inflammatory cytokines such as interleukin-6 and -1 with blocking high
mobility group box 1 and inhibiting the mitogen activated protein kinase (MAPK) signaling pathway.

Luteolin (used at 35 umol/L) is also a polyphenol from the flavonol family and was combined with
phosphorylated pullulan to decrease the production of inflammatory cytokines [71]. It was reported
that the combination of both compounds was less efficient than luteolin alone. This may be due to
some strong interactions between both compounds reducing the concentration of available polyphenol.

Concerning resveratrol, a member of the phlorotannin subclass of condensed polyphenols
(Figure 1), it was shown to inhibit interleukin (IL-8 and -6) and suppresses the c-Jun N-terminal
Kinase (INK) signaling pathway in dental pulp cells simulated by tumor necrosis factor o (TNF).
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TNF« is one of the cytokines that initiates the natural inflammatory response in the dental pulp.
In contrast, resveratrol did not inhibit the degradation of IkBa nor the phosphorylation and nuclear
translocation of p65 NF-kB in TNF« treatments. The results of this study allowed to hypothesize that
resveratrol can be beneficial to decrease pulpal damage during the severe phase of inflammation in
vital pulp [72]. Another study reported that using resveratrol at a concentration up to 50 uM had no
toxic effect on dental pulp stem cells [73]. Resveratrol raises the activity of Sirtuin 1 (stress-activated
nicotinamide adenine dinucleotide-dependent protein deacetylase), which is a mediator of the immune
and defense genes in human dental pulp cells [74]. Resveratrol (at 5 pmol/L) activates the function of
Sirtiun 1, which can promote the osteogenic differentiation of dental pulp stem cells in inflammation
microenvironment through Wnt/B-catenin signal [75].

Resveratrol was added to adhesive-resin materials to promote the biocompatibility of these
adhesive-resins, and to reduce the oxidative stress of L929 mouse fibroblast cells without decreasing
the bond strength to dentin [76,77].

3. Hydrolysable Tannins and Gallic Acid

3.1. Dentin Modifier, Dentin Pretreatment, Collagen Cross-Linking, and Resin-Dentin Stability

Four dentin bio-modifiers extracted from different plants were compared such as hydrolysable
tannins from Aroeira, condensed tannins from grape seed with cardol and cardanol from cashew nut
shell liquid. The results demonstrated that the four groups achieved cross-linking in dentin matrix
after 1 min of treatment and the best bio-modifiers were cardol and cardanol [78].

Tannic acid forms stable cross-links with exposed collagen fibrils allowing to increase the resistance
against their degradation process [79]. Bedran-Russo et al. [22] reported that solutions containing
10% and 20% (w/v) of tannic acid could increase the stiffness of demineralized dentin and reduce the
enzymatic degradation of collagen most probably due to hydrogen bonds between the biopolymer and
tannic acid (TA).

A successful dental root canal treatment depends on various factors such as proper cleaning, and
tridimensional filling of the root canal system. The removal of the smear layer and the disinfection of
the root canal system is of prime importance during the endodontic therapy [80,51].

Bitter [82] analyzed the effect of using hydrogen peroxide and sodium hypochlorite followed
by a solution containing 25% (w/v) of tannic acid as the final irrigation solution in dental root canal.
This study showed that using tannic acid in the final irrigation fluid revealed a smoother and cleaner
pulp chamber surface compared with hydrogen peroxide and sodium hypochlorite treatment without
tannic acid as final irrigation solution. In addition, Bitter [83] showed that using a 25% (w/v) solution
of tannic acid in contact for 60 s removed the smear layer without broadening the orifice of dentinal
tubules, and removed partially the organic material of the dentinal tubules.

The same group reported that dentin treated with tannic acid had an improved resistance to
collagenase degradation [84]. In contrast, another study demonstrated that the application of solutions
containing 15, 20, and 25% (wj/v) of tannic acid on dentin surfaces for 5, 10, or 15 min could not totally
remove the smear layer owing to the astringent action of tannic acid. They reported that tannic acid
itself attached to collagen by means of hydrogen bonds [85]. Different concentrations of tannic acid (2,
5,10, 15, 20, and 25% (w/v)) were applied on dentin surfaces for different times (15, 30 and 60 s) [86].
These researchers reported that a low concentration of tannic acid (2 or 5% (wyfv)) applied for 60 s could
remove the smear layer, leaving the orifices of dentinal tubules occluded. The dentinal surface that was
treated with 20% or 25% (w/v) of tannic acid for 15s revealed incomplete removal of the smear layer and
exposure of some of the dentinal tubules. Accordingly, Bitter [84] tested the permeability of methylene
blue in 62 dentinal cavities treated with solutions containing 25% (w/v) of tannic acid for 15 s. Their
results showed that 48 over 62 cavities did not allow for the penetration of methylene blue into the
dentinal tubules.

A glass ionomer was blended with 1.5%, 5%, and 10% (w/w) tannin-fluoride preparation; the 1.5%
preparation increased the bond strength of glass ionomer to dentin after one day. The bond strength of
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glass ionomer modified with tannin-fluoride preparation did not reveal a significant difference after
one month [87].

Tannic acid incorporated in polycarboxylate cement, as well zinc fluoride, enhances the resistance
of dentinal collagen to collagenase and proteolytic enzymes [88].

The dentin fluid flow is the main cause of dentin hypersensitivity, which was reduced by using
gallic acid/Fe*3 complexes (aqueous solutions of FeCl; (1.2 x 103 M) and gallic acid (0.47 x 1073 M)),
which performed for four repeated treatments each lasting over 60 s [89]. This kind of catechol-iron
complex is able to deposit on the surface of all known materials [90]. Oh et al. [89] showed that the
pyrogallol group of gallic acid binds to dentin and Fe*? ions create stable cross-linked complexes in an
aqueous environment. Their scanning electron microscopy observations showed that dentin treated
with gallic acid/Fe*3 complexes create tight bridge like connections between adjacent peritubular dentin,
which resulted in less outward flow. Another complex that is fluoride-tannin acid-lanthanum-apatite
was used to reduce the dentinal hypersensitivity [79]. The surfaces of the treated samples were
completely covered with fine spherical compounds, and the dentinal tubules were occluded with
materials (Figure 5).

Figure 5. (a,b) Scanning electron micrographs of dentin hypersensitivity, (¢,d) scanning electron
micrographs of dentin treated with fluoride-tannin acid-lanthanum-apatite. Modified from ref. [79]
with authorization.

Three different antioxidants (solutions containing 10% gallic acid, 10% tannic acid, and 10%
ascorbic acid “w/v") were used to irrigate the root canal and to evaluate the infiltration of resin sealer
in dentinal tubules [91]. The application of gallic acid for 10 min showed the best penetration of resin
sealer into dentinal tubules, maybe due to the presence of three vicinal hydroxyl groups in its structure
(Figure 1).

Gallicacid, a polyphenol made from a single aromatic ring (Figure 1) improved its inhibitory effect
on matrix metalloproteinases and cysteine cathepsins to improve the durability of bond strength [18].
In contrast, it reduced the mechanical properties of adhesive-resin such as biaxial flexural strength and
hardness values [92].

3.2, Remineralization, Cell Viability, and Differentiation

The structure of enamel is an essential portion of the tooth, which is exposed in the oral cavity.
It is the hardest and most mineralized tissue of the body [93,94]. Salivary pellicles composed of
adsorbed macromolecular compounds delivered from saliva, blood, gingival fluids, bacteria, molecules
and particles from the diet [95], Streptococcus mutans (S. mutans) and other oral bacteria adhere on
the surface of enamel. All these substances and particles demineralize this surface resulting in the
formation of dental caries [96-98]. To reduce the severity of such processes, gallic acid, present in
various food and plants can inhibit the enamel demineralization as a calcium chelator and can enhance
the remineralization of the demineralized enamel. Thus, gallic acid is a promising agent for enamel
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remineralization and caries treatments [99,100]. Gallic acid was also used to re-mineralize the early
carious enamel, to increase the surface microhardness and simultaneously to reduce the wear resistance
of enamel [101].

Enamelis mostly composed of mineral, approximately 96% in weight. Owing toits strong chelation
ability with Ca* cations, gallic acid (GA) was previously used to enhance the remineralization of
demineralized enamel [99,100]. Gallic acid (4 g/L) was used to induce the formation of hydroxyapatite
(HAP) [102]. It was shown that gallic acid participates in hydroxyapatite formation, limits the crystal
growth mainly along the [002] direction and changes the crystal morphology and size. GA-HAP
crystals were smaller than the HAP crystals obtained in the absence of polyphenol. The crystal
morphology was observed by scanning electron microscopy (Figure 6). It was found that GA-HAP had
an urchin-like shape, while loose needle-like crystals were found in HAP formed without additive.

Figure 6. Morphology of hydroxyapatite (1) and hydroxyapatite + gallic acid (2) crystals at different
times; (a) =3 h, (b) =12 h, (¢) = 24 h, (d) = 3 days, (e) = 7 days, (f) = 14 days at 80,000 magnification.
Modified from ref. [102] with authorization.

Accordingly, the same authors [103] investigated the morphology and the size changes of crystals
as function of the GA concentration (0.05 to 4 g/L). They reported that increasing the concentration in
GA reduced the crystal size from 40 to 25 nm. This is the result of gallic acid adsorption on specific
crystal faces inhibiting further crystal growth.

3.3. Antibacterial Activity

Apacaries gel is a material containing polyphenols from mangosteen extracts and papain as
an enzyme [104]. This gel, including polyphenolic compounds, such as gallic acid, which have
antibacterial effects, could play an interesting role in the removal of various tissues.

3.4. Anti-Inflammatory and Antioxidant Activity

In addition to its potent Ca>* chelator activity, gallic acid is a very active phenolic acid with a

high free radical scavenging activity [91].

Surprisingly, it appears that the antibacterial and anti-inflammatory activities of hydrolysable
polyphenols were less investigated in the dental field than for their condensed counterparts. This may
well be due to their instability in aqueous solutions.
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4. Polyphenol Mixtures

4.1. Dentin Modifier, Dentin Pretreatment, Collagen Cross-Linking, and Resin-Dentin Stability

Quercetin and resveratrol or a mixture of both were used ‘or dentin pretreatment to promote and
stabilize the resin-dentin bond [105]. Different concentrations were used (100, 250, 500, or 1000 pg/mL)
for 60 s followed by a two-step etch-and-rinse adhesive. The adhesion measurements were made
after immersion in water for 1 day and four months, and revealed that the resveratrol and the 1:1
resveratrol-quercetin mixture had the best performance after 4 months. Resveratrol pretreatment showed
lower bond strength values than quercetin after 1 day, due probably to its variety of antioxidative
mechanisms. Therefore, the polyphenol mixtures used in this study demonstrated a protective effect on
the dentin collagen matrix [105].

4.2. Remineralization, Cell Viability, and Differentiation

Green tea polyphenols (TP) mixed with nano-sized calcium phosphate particles (TP-CaP) were
used in enamel caries lesions [106]. Various TP concentrations (0, 1.2, 12, 18, and 27 mg/mL) were
used in the crystal syntheses. The highest concentration (12-27 mg/mL) changed the structure and the
crystal size from microsized platelets with porous faces to nano-sized globular particles. The results
of this study also showed that adding tea polyphenols to calcium phosphate particles provide an
antibacterial effect and enhance the remineralization process. Therefore, this TP-CaP composite could
be a promising additive in toothpastes.

Galla chinen sis compounds are polyphenols exhibiting an antioxidantand antibacterial activity [107].
Their study compared the effect of 4000 mg/L of Galla chinensis extract with deionized water or a
remineralizing solution on the subsurface root lesions and erosive root lesions. They demonstrated that
the Galla chinensis extract enhances the remineralization of root lesions (Figure 7) more than deionized
water or a remineralizing solution containing 1.5 mmol/L CaCl,, 0.9 mmol/L KH;POy, 130 mmol/L
KCl, 1 mmol/L NaN3, and 20 mmol/L. HEPES buffer. The Galla chinensis extract also inhibits the activity
of collagenase and protects the collagen fibers against enzymatic degradation [107].

(a) (b)

Figure 7. Laser scanning confocal microscopy micrographs. (a) Subsurface lesion, (b) subsurface lesion
after Galla chinensis extract treatment. Modified from ref. [107] with authorization.

4.3. Antibacterial Activity

The oral cavity contains around 750 kinds of bacteria in dental plaques. These bacteria are
responsible for dental diseases such as dental caries [108]. Dental caries have been considered the
most polymicrobial diseases in the oral cavity [109]. Oral Streptococci, especially Streptococcus mutans
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(S. mutans) have been implicated and considered as the main cause and the most cariogenic agent of
dental caries in humans [59,96]. These bacteria excrete carbohydrates, such as glucose and sucrose
metabolized in organic acids by glucosyltransferases and generate stable biofilms, which affect the
mineralized dental surfaces [97,98]. Several studies analyzed the effects of different food components,
drinks, and plants containing polyphenol groups in order to prevent the dental decay [109,110].
For instance, tea and cranberry are very rich in polyphenols [111].

Tea is the most popular drink in the world including black, green and oolong teas, which are
produced from the plant Camellia sinensis [112]. Tea is rich in polyphenols, which have antifungal
activities, antibacterial and antioxidant activities, and inhibitory effects on some oral pathogenic
microorganisms and oral bacteria such as 5. mutans [108,113-115]. Green tea is an unfermented product
mostly containing a mixture of catechins. Fermented tea (black tea) and semi-fermented tea (oolong
tea) contain a mixture of catechins, theaflavins, and polymeric thearubigins [112].

The anticariogenic effects of 10% tea polyphenol (10 g of green tea polyphenol extractin 100 mL
of dimethyl sulfoxide), 0.05% (w:v) fluoride, 0.2% (w:v) chlorhexidine, and 1:1 solution of 0.2% (w/v)
chlorhexidine and 0.05% (w/v) fluoride combined were analyzed [116]. This study showed that all
the groups had an anticariogenic effect compared with saline, whilst the anticariogenic effect of
fluoride-chlorhexidine combined was the highest among those groups.

Ferrazzano et al. [117] compared in an in vivo study the antibacterial effect of tea polyphenol
mouthwash (1.6 g of pulverized Camellia sinensis leaves was suspended in 40 mL of distilled water at
100 °C for 3 min) and placebo mouthwash against mutans streptococci and lactobacilli. Forty milliliters
of each mouthwash were used 3 times/day for 7 days. The results showed a significant lowering of the
levels of muttans streptococcei (60%) and a significant lowering of levels of lactobacilli (42.4%) using green
tea mouthwash compared with the subjects using placebo mouth-rinse.

Hambire et al. [118] compared the effect of 0.5% (w/v) solution of green tea extracted mouthwash
with a commercial 0.2% chlorhexidine gluconate mouthwash and 0.05% sodium fluoride mouthwash on
the plaque, gingival status, oral hygiene status, and salivary pH. The study was conducted for a period
of two weeks on children. The results showed that green tea mouthwash played an important positive
role on the criteria tested and no measurable side effects were found with the others mouthwashes
tested. Lee et al. [119] showed that chewing green and black tea leaves resulted in higher levels of
catechin and theaflavins in the oral cavity than holding tea leaves. Another study demonstrated that
tea polyphenols extracted from green and black teas showed, in the 1-10 mM concentration range, a
potent (theaflavin) or a moderate (catechin and epicatechin) effect against glucosyltransferase from
S. mutans [120].

Green tea polyphenols ((+)-catechin (2.9%), (-)-epicatechin (6.8%), (+)-gallocatechin (12.8%),
(—)-epigallocatechin (16.5%), (—)-epicatechin gallate (6.6%), (—)-gallocatechin gallate (8.5%), and
(=)-epigallocatechin gallate (21.3%) with other compounds such as caffeine (9.9%), sugars (5.1%), amino
acids and peptides (2.7%), ash (0.3%), and moisture were added at different concentrations (0.1-0.5%
(w/v)) to diet or water drinking in rats [121]. The results showed that the caries activity was reduced by
adding tea polyphenols to the diet. Forty percent of dental caries lesions reduction was observed after
a diet containing 0.1% (w/v) tea poly phenols as well as no toxic effects were observed on rats.

Oolong tea is mostly consumed in China and Taiwan [122]. An in vitro study demonstrated that
Qolong tea polyphenols (monomeric and polymeric polyphenols, caffeine, and other components) could
be used as antibacterial agents and are able to reduce glucan synthesis by inhibiting the glucosyltransferase
activity of 5. mutans [123]. Accordingly, several studies performed onrats demonstrated that the polymeric
polyphenols in oolong tea are the main compounds, which reduce the dental plaque and prevent caries
development. The mechanism consists again in the inhibition of glycosyltransferases of S. muttans and
Streptococcus sobrinus [124,125]. The same authors reported that performing mouth rinse with 0.5 mg/mL
of oolong tea extracts in 0.2% ethanol solutions, before and after each meal and before sleeping during
four days, could reduce the plaque deposition on human teeth [126].

The prevention of dental caries and antibacterial activities of polyphenols in other drinks as cacao,
wine, coffee, and barley coffee were studied [127,128]. Barley coffee contains fluoride, zinc ions and
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phenolic compounds, and has an antibacterial effect on 5. mutans by changing the hydrophobicity of
bacterial cell walls and hence the adhesive capacity of bacteria on hydroxyapatite [129]. Accordingly,
Stauder et al. [130] demonstrated the in vitro antibacterial and the in vitro antiadhesive effects of barley
coffee against S. mutans biofilms and expressed the opinion that the addition of barley coffee compounds
to oral health care materials could prevent the S. mutans-induced lesions in vivo. They showed that
barley coffee contains low molecular mass polyphenols, zinc and fluoride ions and, above all, a high
molecular mass melanoidin. After 24 h, barley coffee and the high molecular mass melanoidin fraction
had an inhibitory effect (ranging from 82 to 93%), whilst the low molecular mass caused a biofilm
reduction of only 36%.

Anin vivostudy [127] compared the effect of coffee, wine and water consumption on the microbial
population of dental supra- and subgingival plaque by the separation of PCR-amplified fragments
using the denaturing gradient gel electrophoresis technique. This study showed that the coffee (five
cups a day “30 to 40 mL each”) and red wine consumers (couple of glasses a day 200 mL each”) had
lower intensity bands observed in supra- and subgingival plaque than water consumers. An in vivo
study [114] demonstrated that less biofilms developed on the teeth of consumers drinking higher
volumes of wine, tea and/or coffee.

Wine is one of the alcoholic drinks, which is the most frequently consumed by humans. It contains
numerous biologically active compounds, which have beneficial effects for the human health [131].
On one hand, several studies showed that wine can alter the tooth color and the long contact duration
of this alcoholic beverage with its low pH could promote dental erosion [132,133]. However, on
the other hand, red and white wines contain some organic acids and polyphenols; these organic
acids such as tartaric, citric, succinic, malic, lactic, and acetic acids could be responsible for the
antibacterial activity against 5. mutans. Conversely, wine polyphenols-catechin and tannin-did not
affect the microorganisms [131].

Similarly, wine has strong antibacterial activity against Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, and Fusobacterium nucleatum. Hence, the identified active compounds in wine
could be used in the prevention and the treatment of periodontal diseases [5]. Resveratrol, flavonols,
tannins, and gallic acid are the most represented polyphenols in red wine; these polyphenols and
anthocyanins that are present in red wine could have the capacity to inhibit bacterial growth in the oral
cavity [134].

Several studies analyzed the antibacterial effect of many polyphenols rich plants, which can be
used to prevent dental caries. Hop Bract is a plant that contains a high molecular weight polyphenol,
which can inhibit the adherence of the S. mutans and 80% of their glucosyltransferase activity at smaller
concentrations than the polyphenols extracted from tea [135]. A recent in vivo study demonstrated
that the use of 0.1% of Hop Bract polyphenol based mouth rinse (1 min, five times per day) reduces
25.4% of the dental plaque growth over 3 days without teeth discoloration [136]. Salvadora persicais a
plant containing phenolic, flavonoid, tannins, and alkaloids [137]. The metanolic extracts from this
plant contain some polyphenols, such as chrysin-8-c-p-D-glucopyranoside, gallic acid, and ferulic acid.
Its total concentration (20 mg/mL) showed high antibacterial activity in vitro against Staphylococcus
aureus and Streptococcus sp. This antibacterial activity was close to or better than the antibacterial
activity of ampicillin [138].

Thymus lamiaceae comprises more than 200 species. The essential oils of four Thymus species
contain thymol, and polyphenolic compounds such as phenolic acids, labiate tannins, and flavonoids.
They displayed antibacterial activities against S. mutans. This study noted that the polyphenols of
Thymus vulgaris (one of the four species studied) do not have an antibacterial effect but can reduce
the initial bacterial colonization on dental enamel in situ [139]. Yamamoto and Ogawa [140] studied
the role of Perilla frutescens seed that contain various polyphenols such as luteolin, quercetin, gallic
acid, and epigallocatechin gallate against different oral bacteria. They observed that the presence of a
hydroxyl group at the 3’ position in the flavonoid group of quercetin confers an antibacterial role and
prevents the occurrence of dental caries.
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The antioxidant and antibacterial effects of the polyphenols compounds contained in Paullina
cupana (caffeine, epicatechin and catechin) [141], Oenothera biennis [142], Sida urens L. (Malvaceae) [143],
Cistus incanus Herbal (flavonols, glycosylated flavonol, catechin, gallic acid) [144], Ziziphus jujuba
(quercitrin, catechin, gallocatechin) [145], and Trachyspermum ammi (Ajwain) [146] showed that these
plants could be used to inhibit activities of S. mutans; thus, in the prevention of dental caries.

Candida albicans is a colonizer of dental caries in children and adults. It has an important role
in caries evolution due to the production of some organic acids and dietary sugars in the dental
plaque [147]. Polyphenols of green tea (1.25 ug/mL) and Padma Hepaten (0.16 pg/mL) can inhibit the
growth of C. albicans by 88% and prevent biofilm formation for orthodontic patients [148].

Farkash etal. [148] used scanning electron microscopy to observe the reduction in cell number
and the morphology changes of C. albicans in the untreated group, in the group treated with green tea
polyphenols and in the group treated with green tea polyphenols and Padma Hepaten. The group
treated with both plant polyphenols affected C. albicans morphology that contains more yeast shaped
cells and less hyphal cells (Figure 8).

@

® ™ (0]

Figure 8. Morphology of the biofilm on orthodontic polyvinyl chloride using scanning electron
microscopy at 200, 1000x and 5000x magnifications, respectively. (a—c) Untreated group, (d-f)
green tea polyphenols, (g-i) green tea, and Padma Hepaten polyphenols. Modified from ref. [148]
with authorization.

Accordingly, a recent study from the same group [149] showed the ability of the polyphenols
in green tea and Padma Hepaten in the inhibition of the caries-inducing properties of S. mutans and
C. albicans.

Thymus capitatus (TC) and Citrus limon var. pompia showed antimicrobial capacity against S. mutans;
but only TC was effective as a fungicidal compound against C. albicans able to kill 70% of them. TC is
hence a promising plant to prevent caries lesions [150].

Polyphenol-rich cranberry could also inhibit the cariogenic factors of S. mutans-C. albicans biofilms
by reducing its acidogenicity and metabolic activity [151].

Poly (methyl methacrylate) (PMMA) is a denture-based material that was blended with Curcumin,
a polyphenol with potent biological effects. The results of Alawan et al. showed that 50 pg/mL of
curcumin reduces the adhesion of C. albicans biofilms on dental materials [152].

58



Bivengineering 2020, 7, 72 1€ of 27

Polyphenols contained in tea, such as tannins, catechin, and caffeine, as well as fluoride containing
compounds, contribute to increase its resistance against acic solutions [153].

Some polyphenols extracted from many plants as Thymus species demonstrated an anti-adherent
activity against oral bacteria on the enamel surfaces [139]. An in vitro study on enamel surface using
an antioxidant rich-apple (essentially quercetin, epicatechin, procyanidin B2, vitamin C, phloretin, and
chlorogenic acid) against S. mutans biofilms showed that its polyphenolic compounds decreased the
demineralization rate of enamel which is produced by S. mutans biofilms [154].

A polyphenol containing mouth rinse bath is recommended for its ability to reduce bacterial
colonization and adherence on the surface of enamel [155-157].

4.4, Anti-Inflammatory and Antioxidant Activity

Biodegradable chitosan chips containing propolis was used in the treatment of vital pulpotomy [158].
The study of Balata et al. compared the effect of propolis polyphenols (caffeic acid, quercetin, rutin,
and chrysin) and formocresol (the gold standard dressing agent in pulpotomy) in the inflammatory
response and hard tissue formation. They demonstrated that the propolis samples induced mild or no
inflammation compared with formocresol samples. Thus, formulation of propolis extract as chitosan
biodegradable chips (3% propolis, 1.8% chitosan, 0.2% hydroxypropyl methylcellulose, 5% propylene
glycol) can be used in pulpotomy and in the infected periodental pockets. These results may be due to
the anti-inflammatory activity of propolis, which is rich in polyphenols that inhibit the lipoxygenase
pathway of arachidonic acid.

5. Summary of the Major Findings Reported in This Review

Taking into account the results discussed in the previous sections, it appears that the different
classes of polyphenols have been used in a relatively different manner according to their structure and
properties. As apparent from Table 1, summarizing the most relevant studies, -to our modest opinion-
condensed polyphenols have found a broad range applications in all the considered fields whereas
hydrolysable polyphenols were used preferentially in d entin modification and remineralization, but
much less for their antimicrobial and anti-oxidant/inflammatory applications. This may be due to their
intrinsic instability being subjected to hydrolysis as well as in the difficulty to obtain them in pure
form. Polyphenol mixtures extracted from plants and beverages have been extensively used for their
outstanding antimicrobial properties but also in relationship to their availability.
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Table 1. Summary of the dental applications of the major classes of polyphenols.

Condensed Polyphenols

Dentin Modifier, Dentin Pretreatment, Collagen Cross-Linking and Resin-Dentin Stability

Author FPolyphenol Used Concentration Effect
Leme-Kraus [19] Proanthocyanidins Enriched grape seed extract, 6.5, 15, 30% (w)7) Stable interaction for resin—dentin with low collagen digestion
Santiago [30] Epigallocatechin-3-gallate 0.02, 0.1% (') Preserve bond strength
Singh [31] Epigallocatechin-3-gallate 0.1% () Preserve bond strength
Kalaiselvam [34] Epigallocatechin gallate, catechin 0.2 M, 0.2 M, respectively Epigallocatechin gallate promotes higher bond strength
Yu [35] Epigallocatechin gallate 400 pg/mlL Increase the bond strength of fiber post
Kwon [52] Epigallocatechin gallate 0.1, 1, 10, 100 pumol/L Collagen cross-linked produced in short setting time and high compressive strength

de Macedo [44]

Epigallocatechin gallate

0.5, 0.1% (w/v)

Increase and preserve the bond strength

Increase and preserve the bond strength

Albuquerque [45] Epigallocatechin gallate 0.5, 0.1% (o)
Zheng [21] Flavonels: baicalein, quercetin 50 g/l Protection of dentin against collagenase digestion
Yang [49] Flavonols: quercetin 500 pgiml. Inhibition the collagenase activity
Flavonols: quercetin 5% (mfwr) Preserve the durability of bond strength
Phlorotannins: resveratrol 05 puhM Promaote biocompatibility of adhesive material without alteration in bond strength

Remineralization, Cell Viability, and Differentiation

Enriched grape seed extract, 15% (o)

Protection for the collagen matrix and promote dentin remineralization

Tang [20] Proanthocyanidins
Lucas [26] Epigallocatechin gallate 01 M Enamel resistance against abrasion
Lim [52] Epicatechin 0.01, 0.03, 0.1 mM Positive effects on the proliferation of pulp cells
Kim [53] Flavenols: quercetin, genistein, baicalin 1-25 uM Osteogenic differentiation
Feng [75] FPhlorotannins: resveratrol 5 pmol/L Osteogenic differentiation
Liu [54] Fhlorotannins: resveratrol 5 mgkg/d, 10 mg/kg/d Rat model Fromote osteoblastic activity
Antibacterial Activity
Xu [56] Epigallocatechin gallate 15.6 pg/mlL Inhibition of 5. wmtans biofilm activity
Hara [57] Epigallocatechin gallate More than 0.5 mg/mL Inhibition of alpha-amylase
Feng [55] Gallocatechin gallate, epigallocatechin gallate 0.32 mM, 0.31 mM, respectively Inhibition of 5. mutens glucosyltransferases
Melok [59] Epigallocatechin-3-gallate 250 pg/ml. Inhibition of 5. mutens growth
Lee [&0] Epigallocatechin gallate 500 pg/mlL Eradication of Enterococcns faecalis after 7 days
D [63] Epigallocatechin gallate 200, 300 pgfmL Inhibition of 5. mmtans growth and preserve the bond strength of resin-adhesive
Anti-Inflammatory and Antioxidant Activity
Hirao [65] Catechins 10 and 50 pg/mlL Inhibition of cytokines and chemokines.
Nakanishi [66] Epigallocatechin gallate, epicatechin gallate 20 and 50 pgimlL Reduce of pro-inflammatory cytokines
Yang [64] Epigallocatechin gallate 10-15 umaol/L Suppression of the cyclooxydenase-2
Mahmoud Hashemi [70] Flavonols: quercetin 0.5 mg/mL Reduce of pro-inflammatory cytokines
Yonehiro [71] Flavonols: luteclin 35 pmol/L Reduce of pro-inflammatory cytokines
Lee [25] Flavonols: butein 2.5-20uM Protective agent in dental pulp diseases
Fhlorotannins: resveratrol 50, 100 uM Decrease pulpal damage

Wang [72]
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Hydrolysable Tannins and Gallic Acid
Dentin Madifier, Dentin Pretreatment, Collagen Cross-Linking, and Resin-Dentin Stability
Author Polyphenol Concentration Effect
Bedran-Russo [22] Tannic acid 10%, 20% (mfo) Increase dentin stiffness and reduce enzymatic degradation
Bitter [52] Tannic acid 25% (uyfm) Smooth and clean pulp chamber
Bitter [33] Tannic acid 25% (ayo) for 60s Remaowve the smear layer and partially the organic material
Oh [89] Gallic acid+FeCls 047 %1073 M, 1.2 2 1073 M, respectively Reduce the dentin hypersensitivity
Mukai [79] Fluoride-tannin acid-lanthanum-apatite Containing 5% (mfv) of tannic acid Reduce the dentin hypersensitivity
Christopher [91] Tannic acid, gallic acid 10%, 10, respectively Gallic acid shows more infiltration of resin in dental tubules
Remineralization, Cell Viability, and Differentiation
Zhang [%9] Gallic acid 4glL Inhibition of enamel demineralization
Huang [100] Gallic acid 4g/L Inhibition of enamel demineralization
Gallic acid 4L Change the hydroxyapatite size and morphology
Polyphenol Mixtures
Dentin Modifier, Dentin Pretreatment, Collagen Cross-Linking, and Resin-Dentin Stability
Author Polyphenol Concentration Effect
Porto [105] Quercetin and resveratrol mixture 100-1000 pg/mL Preserve bond strength and protect dentin matrix
Remineralization, Cell Viability, and Differentiation
Guo [107] Galla chinensis 4000 mg/mL Enhance the remineralization of root lesions, protect the collagen fibers
Antibacterial Activity
Jazaeri [116] Tea polyphenol 10 () Anticariogenic effects
Ferrazzano [117] Tea polyphenol 16 g in 40 mL of water Using as mouthwash reduce 5. mutans
Hattori [120] Tea polyphenol 1-10 mM Reduce the effect of glucosyltransterase of 5. mutans
Sakanaka [121] Green tea polyphenols 01415 (mfv) Rat model Reduce caries activity
Ooshima [126] Oolong tea extracts 0.5 mg/mL Reduce the plaque deposition on teeth
Signoretto [127] Coffee, wine 3040 ml/d, 400 mL/d, respectively Effective on supra- and subgingival plaque
Shinada [136] Hop Bract polyphenol 0.1% Mouth rinse (5 times/d) Reduce 25.4% of the dental plaque
Khalil [138] Salvadora Persica 20 mh/mL high activity against 5. aureus and Streptococcus sp.
Farkash [145] Green tea polyphenols and Padma Hepaten 125 pgfmlL, 0.16 pg/mL, respectively Inhibition of C. allicans growth (88%)
He [106] Green tea polyphenols mixed with nano-sized calcium phosphate particles 12-27 mg/mL

Antibacterial activity and increase the remineralization process
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6. Future Perspectives and Concluding Remarks

Polyphenolics whatever their classification as condensed polyphenols, hydrolysable tannins or
mixtures thereof allow to easily modify the surface properties of dentin, mainly through interactions
with collagen, and enamel affording them with better adhesive properties and antibacterial activity
against a broad range of microorganisms present in the proximity of the teeth. All these properties are
summarized in Figure 9 and detailed in Table 1.

Preservation of bond strength adhesion of resin to dentin
Antibacterial activity

Morphology changes of hydroxyapatite
Remineralization and caries treatments
Resistance against dental abrasion =
Prevention of dental caries

Reduction of bacterial colonization and
adherence

Reduction of the dentin hypersensitivity
cross-linking in dentin matrix
Protection of the dentin matrix
Reduction of the collagen digestion
Antibacterial activity

Prevention of dental caries

Decrease of pulpal damage
Osteogenic differentiation of stem cells

Smear layer removal

Reduction of the rate of root
resorption

Remineralization of root lesions hydrolysable tannins and gallic add

Condensed polyphenols
Phlorotannins

I': Enamel; D: Dentin, R: Root; P: Pulp 250pm. Polyphenol mixtures

C: Canal; RM: Restorative material

Figure 9. Overview of the applications of polyphenols in the engineering of dental materials.

Future investigations will aim to better understand, and master the use of polyphenols in dental
remineralization processes, as they are also able to interact with phosphates.

Even if the literature, describing the use of polyphenols in dental material engineering is vast, as
seen in this review, it seems important to develop combinatorial approaches to select the best possible
candidates for a required application. The strong interactions between a vast majority of polyphenols
and metallic cations, among which Ca?*, should also be exploited for the protection and adhesiveness
of dental materials. In particular, coatings made from polyphenol metallic cations mixtures [90] may
offer some protective applications. The biocompatibility of such metallic-organic hybrid systems has
been recently evidenced [159], and highlights the need to investigate them for dental applications.
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Chapitre Il : La modification du « Mineral Trioxide

Aggregate » (MTA) par de ’acide tannique

2.1. Introduction

Les ciments dentaires de réparation radiculaire doivent avoir plusieurs propriétés physiques,
chimiques et biologiques [1]. Ces ciments sont utilisés dans plusieurs traitements
endodontiques tel que I’apex ouvert, le coiffage pulpaire, la résorption de la racine dentaire, la
pulpotomie et I’apicectomie [2-6]. Le temps de prise de ses ciments ne doit pas étre long [1, 7],
idéalement il ne devrait pas dépasser 30-60 min d’un point de vue empirique et clinique.
Différents aditifs et plastifiants ont été utilisés afin de diminuer le temps de prise et faciliter la
maniabilité de ses ciments [7, 8]. Plusieurs matériaux sont utilisés comme ciments de réparation
canalaire avec plusieurs compositions chimiques a base de silicate de calcium, carbonate de
calcium, plusieurs oxydes minéraux et ionoméres de verre [9, 10]. Le « Mineral trioxide
aggregate » (MTA) est un matériau utilisé dans plusieurs traitements endodontiques et il est
considéré comme «gold standard material » grace a ses propriétés physico-chimiques et
biologiques [1, 8]. MTA est un matériau biocéramique dont la composition est basee sur des
silicates de calcium [11]. La version traditionnelle de ce matériau contient de I’oxyde de
bismuth, qui joue le r6le de radio-opacifiant. Cet oxyde de bismuth peut décolorer la dent et la
gencive et altérer les propriétés physico-chimiques et biologiques de ce matériau [12-14]. Des
nouvelles formulations de MTA ont été mises sur le marché dentaire en remplagant I’oxyde de
bismuth par le tungstate de calcium afin d’éviter les désavantages de 1’oxyde de bismuth [7, 8].
De plus, I’eau permettant la prise du MTA est complétée par 1’addition d’un plastifiant
organique afin d’améliorer sa maniabilité [15]. Plusieurs additifs organiques, y compris les
polyphénols, ont été utilisés dans le domaine dentaire afin d’améliorer les propriétés

biologiques et physicochimiques des matériaux dentaires [16, 17]. L’acide tannique qui se
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compose de composants poly-phénoliques naturels et qui a des réles antigéniques, anti-
inflammatoires, antibactériens et antioxydants, a été utilisé largement dans le milieu médical et
I’industriel [18-20]. Le but de cette étude était de rajouter différentes fractions massiques
d’acide tannique au MTA afin de raccourcir son temps de prise, et voir 1’influence sur sa

morphologie et ses propriétés physicochimiques.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Matériel et préparations

Le MTA (Itena Clinical, Paris, France) a été modifié par ajout d’acide tannique. La variable de
I’étude étant la fraction massique en acide tannique (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,

France) (Figs. 8a et b, Tableau 1).

Groupes MTA100% MTA94% MTAB87,50 MTAB8125 MTA75%

MTA (mg) 24 22,56 21 19,50 18
AT (mg) 0 1,44 3 4,50 6
Liquide (ul) 120

Tableau 1. Les différentes fractions massiques d’acide tannique incorporées dans le MTA.

La poudre d’acide tannique, issue du produit commercial sans purification a été mélangée avec
le liquide du MTA pendant 1 min. Par conséquence, la solution d’acide tannique a été mélangee

avec la poudre de MTA pendant 1 min en utilisant une spatule (Fig. 8c).

Figure 8. (a, b) Les matériaux utilisés ; (¢) La préparation du MTA avec I’acide tannique.
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2.2.2. Changement de couleur
Apres avoir mélangé le MTA avec les solutions contenant de I’acide tannique, le mélange a été
compacté dans des moules en téflon. Apres 25 min, la photo du changement de couleur du

mélange MTA+AT a été prise a 1’aide d’un appareil photographique.

2.2.3. Mesures de pH

Immédiatement apres le mélange entre MTA et I’AT, le ciment a été inséré dans des tubes de
polyéthyléne (diametre de 1,6 mm et longueur de 10 mm) en utilisant une spatule et une lime
endodontique (lime-K). Les tubes ont été examinés en utilisant une radiographie pour vérifier
I’absence de vide (la qualité d’obturation) (Figs. 9a et b). Les échantillons sélectionnés ont
ensuite été mis dans des petites bouteilles en verre contenant 10 mL d’eau distillée (pH=6.8).
Le pH de I’eau qui est en contact avec les différents composites a été pris apres 3, 24, 72 et 168

heures d’immersion avec un pH métre (Fig. 9c).

Figure 9. (a) une image radiographique montrant les tubes vides ; (b) une image radiographique montrant les
tubes remplis avec les composites MTA+AT ; (c) pH métre.

2.2.4. Morphologie et composition chimique
Les composites incorporant différentes fractions massiques d’AT ont été compactés dans des

moules en téflon (Fig. 10a). Aprées le temps de prise initial du MTA (15 min, selon le
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fabriquant), les échantillons ont été montés sur des portes échantillons en aluminium. Ils ont
ensuite été métallisés avec de 1’or-palladium (20%/80%) en utilisant un métalliseur Hummer
JR (Technics, CA, USA) (Fig. 10b). La morphologie de surface des différents composites a eté
visualisée par I’utilisation d’un microscope électronique a balayage (MEB ; FEI Company,
Eindhoven, The Netherlands) avec un faisceau d’électrons accéléres sous une différence de
potentiel del0 kV (Fig. 10c). Lors des observations effectuées avec le MEB, des analyses
chimiques de la surface ont été faites en utilisant le mode microanalyse X ; EDX. Toutes les
analyses chimiques ont été faites en respectant une distance de travail de 10 mm entre
I’échantillon et le détecteur et un temps d’acquisition de 60s.

Des analyses thermogravimétriques (ATG) ont été effectuées pour les échantillons de MTA
sans acide tannique et pour I’échantillon MTA+25%AT. Ces deux échantillons ont été utilisés
a I’état sec et immergés dans I’eau pendant 24h afin de mesurer le pourcentage d’eau et d’acide
tannique. La température a ét¢ augmentée de 25°C jusqu’a 700°C sous un flux d’azote. Ces
deux échantillons ont été broyés sous forme de poudre avant 1’analyse en utilisant un mortier

(Fig. 10d).

| @ |
Figure 10. (a) Les composites compactés dans des moules en téflon ; (b) Le métalliseur Hummer ; (c) Le
microscope électronique a balayage (MEB) ; (d) Le mortier et pilon utilisés pour la préparation des différents
composites broyés pour I’analyse thermogravimétrique.
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2.2.5. Temps de prise

Le temps de prise du MTA, des composites MTA+12 5%AT et MTA+25%AT a été mesuré a
I’aide d’un rhéométre dynamique (Malvern, UK) (Fig. 11a). La méme quantité de chaque
composite (24 mg) a éte utilisée pour chaque expérience. Apres une minute de mélange sur le
plateau inférieur (en acier inox), le cone a été mis en contact avec le matériau étudié (4 cm de
diamétre et 176° de 1’angle) de maniére a ce que la distance entre I’apex du cone et le plateau
soit égale a 150 um (Figs. 11b et c). La fréquence de mesure a été ajustée a 1 Hz pour une

déformation de cisaillement constante et égale a 1%.

Figure 11. (a) Le rhéometre ; (b, c) Les différents composites entre les deux plateaux du rhéométre.

2.2.6. Propriétés mécaniques

La résistance a la compression des différents composites MTA + AT a été évaluée afin d’étudier
I’influence du polyphénol. Des échantillons cylindriques (3 mm de diametre et 3,58 mm
d’hauteur) ont été préparés en utilisant des moules en téflon (Fig. 12a) au-dessus d’une lame de
verre afin d’avoir des surfaces planes. Les échantillons ont ¢té conservés a 37°C pendant 6h.
Les cylindres des matériaux a étudier ont été sortis de leurs moules et ils ont été examinés au
microscope pour éliminer les échantillons endommagés ou des échantillons contenant des vides
(Fig. 12b). Les cylindres ainsi sélectionnés ont éte testés dans deux différentes conditions : a
sec et apres immersion dans 1’eau pendant 24h. Les échantillons ont été soumis a un essai de
compression uni-axial afin de determiner la rigidité du ciment et la charge maximale avant

rupture (Figs. 12c et d). Ces essais ont été réalisés avec la machine de traction Instron 3345
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(Norwood, MA, USA) instrumentée avec un dynamomeétre limité a 1kN (Classe 0.5 selon 1ISO
7500-1) et avec un capteur de déplacement. Les essais ont été réalisés a une vitesse constante
de compression égale & 0,5 mm/min. La déformation a été calculée a partir du déplacement de
la traverse. Une caméra (Allied Vision, Stadtroda, Allemagne) a été utilisée pour mesurer les
dimensions de I'éprouvette afin d'éviter tout dommage initial qui pourrait étre causé par les
méthodes de mesure dimensionnelle standard. La contrainte de compression a été calculée selon

la relation :

4p
o, =
¢ 7ID02

ou P est la charge enregistrée pendant l'essai et Do est le diamétre initial de I'échantillon. La

déformation en compression a été calculée a l'aide de la relation suivante :

6L
Lo

E =

ou o est le déplacement enregistré de la traverse et Lo est la hauteur initiale de I'échantillon.

Figure 12. (a) Les moules en téflon remplis avec les composites (3 mm de diametre et 3,58 mm de hauteur) ; (b)
Un exemple d’échantillon endommagé ; () Les échantillons entre les deux plateaux de la machine de
compression avant le test ; (d) les échantillons apres le test de résistance a la compression.
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2.2.7. Adsorption d’eau

Les composites MTA+AT ont été compactés dans des moules en téflon a 1’aide d’une spatule
sur une lame de verre afin d’avoir une surface plane. Les échantillons ont été¢ conservés dans
une boite hermétique pendant 24h. L’angle de contact et 1’adsorption d’une goutte de 1’eau
distillée (5 pL) sur la surface de 1I’échantillon ont ét¢ mesurés a I’aide d’un goniométre a angle
de contact (Attention Theta, Biolin Scientific, Gétenborg, Sweden) (Fig. 13a). La goutte a été
déposée a I’aide d’une aiguille (0,7 mm de diamétre) sur la surface de 1’échantillon (Fig. 13b).
Une vidéo permettant de suivre le profil d’étalement de la goutte sur la surface (Fig. 13c) a été
enregistrée et le temps nécessaire a 1’adsorption compléte de la goutte dans 1’échantillon a été

mesuré.

Figure 13. (a) Le goniométre a angle de contact ; (b) La goutte d’eau distillée sur la surface de I’échantillon ;
(c) Instantané photographique du profil de la goutte d’eau distillée (volume initial @ 5 pL).

2.2.8. Tomographie aux rayons X
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Des échantillons (3 mm de diamétre et 3,58 mm d’hauteur) de MTA et d’un composite
MTA+25%AT ont été préparés et conservés a sec ou dans ’eau a 37°C pendant 24h. La
structure interne de 1’échantillon a été analysée par un tomographe aux rayons X (uCT,
EasyTom 160, RX Solutions, Chavanod, France). Les analyses ont été faites avec des rayons a
un voltage de 45 kV et sous un courant de 160 JA en utilisant un tube de micro-focus équipé
d’un filament de tungsténe. La taille du voxel a été adaptée a 2,1 um. Le logiciel Xact64 (RX
solutions, Chavanod, France) a été utilisé pour reconstituer les éléments de volume des
composites aprées une série de traitements de données. Pour cela, le logiciel Avizo a été utilisé
pour traiter I’image obtenue afin de :

(i) : de d’ébruiter les images avec un filtre médian ;

(ii) : de segmenter l'intensité des images pour révéler les objets d'intérét (pores ou inclusions) ;
(iii) : d’enlever les petits objets insignifiants ;

(iV) : de déterminer les propriétés géométriques 3D des objets (volume, diameétre équivalent,

densité...) identifiés.

2.2.9. Libération d’acide tannique dans I’eau

Une courbe d’étalonnage reliant la concentration d’ AT dans 1’eau a 1’absorbance de la solution
(Fig. 14a) a été établie a partir d’une solution mére d’AT a 0,05 mg/mL dans I’eau distillée. Les
mesures d’absorbance ont été effectuées a 1’aide d’un spectrophotométre mc? (SAFAS,
Monaco) non seulement pour I’établissement de la courbe d’étalonnage mais aussi pour mesurer
la fraction massique d’AT libérée de différents composites dans 1’eau distillée en contact avec
le composite. Des échantillons de différents composites (3 mm de diametre et 3,58 mm
d’hauteur) ont été immergés dans 10 mL d’eau distillée pendant 1, 2, 4, 18, 24, 48 et 72h (Fig.

14b). Un mL de chaque solution en contact avec les différents composites a été dilué 10 fois
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dans I’eau distillée et I’absorbance de la solution dilué¢e d’ AT a été mesurée a la longueur d’onde

de 274 nm correspondant au pic d’absorbance de I’AT.

Courbe étalon acide tannique

0,00 001 002 003 004 005 0,086
Concentration (mg/mL)

Figure 14. (a) La courbe d’étalonnage de [’AT dans I’eau ,; (b) Les solutions en contact avec les différents
composites apres 72h d’immersion.

2.2.10. Activités antibactériennes
2.2.10.1. Les souches bactériennes
Enterococcus faecalis (E. faecalis) a été cultivé selon un protocole standard en utilisant le
milieu Brain Heart Infusion "BHI". La turbidité du BHI contenant E. faecalis a été ajustée a

une « densité optique » de 0,5 a la longueur d’onde de 600 nm.

2.2.10.2. Le test de contact direct

Des échantillons du MTA, du MTA + 12,5% en AT et du MTA + 25% en AT ont été placés
dans des Eppendorfs de 2 mL. Un millilitre de milieu bactérien (E. faecalis) a été injecté dans
chaque Eppendorf. Dans le contrdle, le milieu bactérien a été placé dans le tube Eppendorf sans
aucun composite. Apres cela, les tubes Eppendorf ont été incubés pendant 24 h a 37 <C sous
agitation constante (450 rpm). Apres la période d'incubation (24h), dix microlitres de chaque
solution ont été prélevés et dilués en série 10 fois jusqu'a un facteur de 10° dans BHI, puis 100
uL de la solution diluée ont été étalés de maniere homogene sur une boite de Pétri. Les plaques
ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. Aprés incubation, les colonies sur la plague ont été

comptées et leur UFC/mL a été déterminé.
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2.3. Résultats et discussion

L’ajout d’acide tannique (AT) jusqu’a une fraction massique de 25% par rapport au MTA a
permis de produire des composites compacts qui peuvent étre utilisés comme ciments de
réparation canalaire. Les fractions massiques plus €levées en AT ne permettent pas de former
un ciment compact, probablement en relation avec la réduction de la quantité d’eau disponible
qui est utilisée simultanément pour dissoudre I’AT et faire durcir le ciment.

Les ciments a base de MTA préparés en présence d’AT subissent un changement de couleur
(Fig.15a). Ce changement visuel dans les matériaux a base de MTA est di a l'incorporation
d’AT. Ce changement de couleur peut étre un inconvénient pour des raisons esthétiques, ce
n'est cependant pas car le MTA est incorporé dans la partie radiculaire des dents et n’est donc
pas accessible a inspection visuelle. Tous ces ciments, lorsqu’ils sont mis en contact avec 1’eau
induisent une augmentation de pH (Fig.15b) comme d’autres ciments de composition proche
de celle du MTA [21]. La chaux (CaO) contenue dans le MTA subit une réaction d’hydrolyse
dans I’eau pour produire de I’hydroxyde de calcium hautement soluble et a 1’origine de
I’augmentation du pH [22]. Cependant, lorsque 1I’AT est incorporé en tant que composant du
mélange initial, le pH de I'eau en contact avec le ciment est réduit par rapport a la valeur obtenue
en présence de MTA seul. Ce résultat peut étre lié a I’interaction de I’AT avec la surface des
particules de CaO aussi bien qu’avec la surface de presque tous les matériaux connus y compris
les métaux et les polymeres [18]. Nous supposons que la forte diminution du pH du MTA dopé
au AT est due a un effet protecteur du AT permettant de ralentir I'hydrolyse du CaO. Lorsque
I’acide tannique est présent dans un environnement a pH élevé (Fig.15b) et en présence
d'oxygene dissous agissant comme un oxydant, I’acide tannique subit un processus d’oxydation
et un changement de couleur. Ce changement visuel dans les matériaux a base de MTA est

clairement dd a l'incorporation d’AT (Fig.15a).
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Figure 15. (a) Changement de couleur du MTA dopé avec différentes fractions massiques en acide tannique ; (b)
Changement du pH de [’eau en contact avec les différentes composites en fonction du temps.

En plus du changement de couleur et du pH de la solution en contact avec le matériau, la

morphologie de surface de différents composites a ét¢ modifiée en présence d’AT. Une

réduction de la taille moyenne des grains constituant le composite est observé (Fig. 16a).

De plus, une estimation semi-quantitative de la teneur en calcium et en carbone a été réalisée

par analyse EDX. Une diminution presque linéaire de la teneur en Ca et une augmentation

linéaire de la teneur en C lors de I’incorporation d'une fraction massique plus élevée en AT dans

le mélange initial a été obtenue (Fig. 16b). Ces résultats, conformes aux espérances, signifient

qu'une masse donnée de ciment MTA devrait avoir une capacité donnée a interagir avec I’AT

et a modifier ses propriétés.
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Figure 16. (a) Micrographies électroniques par balayage montrant le changement de morphologie du MTA dopé
avec différentes fractions massiques en acide tannique ; (b) : Variation de la composition chimique de différents
composites obtenue par analyse élémentaire en MEB (EDX).

Le temps de prise du ciment, déterminé par rhéologie sous cisaillement est significativement
affecté par 1’addition du polyphénol. La présence d’AT dans la formulation accélere le temps
de prise des ciments MTA. En effet, en I'absence du polyphénol, la cinétique de prise présente
une phase de latence typique d'une nucléation suivie d'un processus de croissance cristalline
[23]. Cependant, en présence de 12,5% d’AT en masse (échantillons MTA 87,5%) et de 25%
d’AT (échantillons MTA 75%), le début de prise du ciment est plus court que le temps
nécessaire pour démarrer la mesure (2 min apres la fin du mélange des différents composants)
et une valeur palier du module de conservation est rapidement atteinte sans I'observation d'une
phase de latence (Fig. 17). Cette accélération de la prise du ciment est d’un grand intérét dans
I’application dentaire de ciment. La diminution de la taille des grains quand la fraction massique
en AT augmente peut affecter significativement les propriétés mécaniques du ciment. Un temps

de prise plus court (Fig. 17) et un changement de la morphologie des grains (Fig. 16 a) sont de
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fortes indications que I’addition du polyphénol entraine une modification de surface des
particules constituant le MTA. La présence d’AT et d'eau a été confirmée par analyse
thermogravimétrique. Concernant le cas du MTA sec et des ciments hydratés, le pourcentage
de perte de masse était de (15,0 £ 0,5) % dans la plage de température comprise entre 25 et 700
°C alors que la perte de masse s'élevait a (35,0 = 0,5) % dans le cas des échantillons MTA 75 %
secs et mouillés, indiquant la présence de molécules thermosensibles supplémentaires, a savoir

I’AT.

0 200 400 600 800 1000
t(s)

Figure 17. Cinétique de prise (mesurée par rhéologie) du MTA (noir et blanc, 2 expériences indépendantes) ; de

MTA 87.5% (bleu) et de MTA 75% (rouge).

La résistance a la compression et la compression maximale avant la rupture, mesurées apres un
temps de prise de 6 h (a 37 °C) sont significativement affectées par la présence d'une quantité
croissante d’AT. Pour les échantillons a sec, on peut distinguer deux sous-groupes (Fig. 18). Le
premier est constitué du MTA sans modification et du MTA 94% (+ 6% d’AT), le second du
MTA 87,5%, du MTA 81,25% et du MTA 75%, donc des échantillons riches en AT. En effet,
une assez grande dispersion des valeurs des propriétés compressives a été observée pour le
second groupe. Cette dispersion peut étre liée a I'action de I’AT sur la prise du ciment et a la

variation de la taille des grains. Cependant, méme si les données sont plus dispersées pour des

83



teneurs en AT supérieures a 12,5 % dans la formulation initiale, par rapport aux données
acquises pour des teneurs en AT plus faibles, le module de compression et la contrainte
maximale sont significativement plus élevés (Fig. 18). Il est intéressant de noter qu'il n'y a pas
de différence significative dans les propriétés de compression pour les échantillons MTA
87,5%, MTA 81,25% et MTA 75% pour lesquels un plateau apparent des propriétés
compressives semble étre atteint. A notre avis, la dispersion plus élevée des données de
compression pour des compositions plus élevées en AT provient de la présence d'un nombre
plus élevé de défauts dans le matériau composite. Néanmoins, lorsque la teneur en AT ajoutée
dans le mélange augmente, les propriétés compressives augmentent nettement tant que le
ciment composite est stocké a 1'état sec. Cela suggére que I’AT présent a la surface des grains
et en sous forme d’agrégats dans le volume poreux agit comme un liant. L'augmentation des
valeurs des propriétés mécaniques peut aussi s'expliquer par le fait que I'ajout d’AT diminue la
taille des grains et aussi par un éventuel réle chimique joué par I’AT adsorbé a la surface [24]

des particules et créant des liaisons hydrogéne entre elles [25].
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Figure 18. Evolution des propriétés mécaniques (en compression) de différents composites (état sec). (a) La
résistance a la compression ; (b) la compression maximale avant la rupture.



Contrairement aux résultats obtenus a I’état sec, quand 1’échantillon de MTA est
immergé dans 1’eau pour 24h, I’ajout d’AT a un effet négatif sur les valeurs des propriétés
mécaniques en compression (Fig. 19). En revanche, en l'absence d’AT, le module de
compression et la résistance maximale a la rupture augmentent lors de I'hydratation. Ceci peut
étre lié au processus de prise lente bien connu du MTA vierge [26]. En présence d’AT, a savoir
pour les échantillons MTA 87,5%, MTA 81,25% et MTA 75%, aprés immersion dans 1’eau
pendant 24h, nous observons une diminution significative des propriétés mécaniques. Cette
diminution des propriétés mécaniques peut s'expliquer par le fait que I’AT interagit avec 1'eau
(libération dans 1’eau) et avec la surface des particules présentes dans le ciment. Cette fragilité

est d'autant plus perceptible que le pourcentage massique d’AT est plus €levé.
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Figure 19. Evolution des propriétés mécaniques en compression de différents composites (état sec et état
humide, ie en présence d’eau pendant 24h) : (a)résistance a la compression ; (b) : contrainte maximale a la
rupture.

Afin de mieux expliquer les différences de la résistance a la compression des ciments
MTA 100% et MTA 75% a I'état sec par rapport a I'état hydraté, il faut considérer l'influence

éventuelle de I’AT sur la microstructure des ciments. Nous supposons qu’une partie de ’AT
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initialement présent a été partiellement incorporée sous forme d'agrégats entre les grains de
MTA, créant ainsi une porosité supplémentaire. Dans ce but, nous avons réalisé des expériences
de tomographie aux rayons X dans le cas des deux compositions extrémes (MTA 100% et MTA
75%) afin d’avoir un acces visuel a la distribution des pores et a leur connectivité. Lorsque 1'on
compare le MTA 100 % avec le MTA 75 % a I'état sec, aucune différence majeure n'apparait
concernant la taille moyenne des pores (Fig. 20 et tableau 2). Par conséquent, nous supposons
que l'augmentation de la résistance a la compression pour les composites dopés avec de I’AT
est due a l'adsorption d’AT sur les composants du ciment pendant le processus de prise
conduisant & une cohésion accrue entre les particules décorées avec de I’AT ainsi qu'a une
incorporation d'une partie de I’AT entre les grains de MTA. Cette hypothése est compatible
avec la capacité de revétement universelle de I’AT [18]. Cependant, en comparant les
¢chantillons dopés avec I’AT (sec et humide), il apparait que la présence d’AT induit une nette
augmentation de la connectivité entre les pores (Figs. 20b et d, tableau 2) aprés hydratation dans

I’eau pendant 24h.

Immersion in water (24h at 37°C)

Figure 20. Tomographie aux rayons X. (a) MTA 100% ; (b) MTA 75% (conditions seches) et (c) MTA 100%;(d)
MTA 75% (en présence d’eau).
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Condition Composite Pore (mm)  Densité ~ Nombre/mm?3
(%)
Sec MTA 100% 0.013 0.70 1303
MTA 75% 0.017 2.83 496
Humide  MTA 100% 0.012 2.96 1745
(24h eau)
MTA 75% 0.013 1.7 2858

Tableau 2. Résultats quantitatifs obtenus aprés analyse des images de tomographie aux rayons X.

Nous avons également montré que I’AT sous forme oxydée est libéré dans I'eau a partir
des échantillons dopés avec I’AT (Fig. 14b et Fig. 21a). Cette libération peut étre a l'origine de
I'augmentation de la connectivité des pores. Une telle augmentation de la connectivité des pores
pourrait étre a l'origine de l'apparition de plus de fissures et de fractures lors de l'essai de
compression et donc d'une résistance a la compression réduite. De plus, I’AT non libéré et

immobilisé en surface des grains pourrait jouer le réle d'un lubrifiant influencant également les

propriétés mécaniques.
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Figure 21. (a) Pourcentage d’AT libéré dans [’eau en contact avec les différents composites en fonction
du temps de contact (1-72h). Deux séries d’expériences indépendantes ont été effectuées avec chaque composite
comme indiqué dans l'insert ; (b) Profil d 'une goutte d’eau distillée (5ul) déposée sur la surface de différents
composites apres 5s de dépot.

La présence d’AT au sein des composites et dans I’espace compris entre ses grains constitutifs
devrait également influencer l'interaction des ciments avec de I'eau ajoutée de I'extérieur. Une
augmentation progressive de I’hydrophilie du ciment dopé avec I’AT a été corrélée a une
augmentation de la teneur en AT (Fig. 21b, tableau 3). L’ AT est une molécule fortement soluble
dans I'eau, donc hydrophile mais cette observation peut étre corrélée avec une modification de

la connectivité des pores du ciment composite (tableau 2).

Composite Temps (s)

MTA 100% 45+5
MTA 94% 30+3
MTA 87.5% 13+2

MTA 81.25% 9+1

MTA 75% 0.5+0.2

88



Tableau 3. Temps requis pour I'adsorption d’'une goutte d’eau (5 ul) dans les différents composites (en

secondes)

Concernant les tests de contact direct qui ont été faits pour évaluer les activités
antibactériennes, le MTA a permis de tuer 50% des bactéries aprés 24h d’incubation par rapport
au milieu bactérien sans composites. Le MTA modifié avec 12,5% et 25% d’AT, avaient le
méme développement bactérien que le groupe contréle (milieu bactérien). L'effet inhibiteur du
MTA est probablement di au changement du pH (basique) et a la libération d’ions calcium dans
le milieu bactérien. Ces deux facteurs peuvent jouer un rble important dans les activités
antibactériennes [22]. Concernant les échantillons dopés avec I’AT, le maximum d’AT libéré
aprés 72h d’immersion dans ’eau était de moins de 2% de I’AT initialement présent dans le
ciment (Fig. 21a). Cela signifie que la plupart des molécules d’AT fournies sont encapsulées
dans le MTA et ils n’arrivent pas a passer en solution aqueuse pour jouer un role dans I’activité
antibactérienne. En plus, les couleurs des composites dopés avec les différents pourcentages
d’AT sont noires due a ’oxydation de I’AT présent dans le ciment. Nous supposons que les
interactions attractives entre I’AT et le MTA ont rendu le composite inerte. Cependant, lorsque
I’ AT est en contact avec le MTA, tous les deux produits perdent leurs activités antibactériennes.

Prenant en compte les résultats des essais de compression, les résultats obtenus par
tomographie aux RX et les données d’adsorption d'eau en fonction de la quantité initiale d’AT,
celui-ci semble jouer un double réle, se déposant a la surface des ciments et s'incorporant entre
les grains pour modifier la porosité du composite. Le recouvrement des grains par une couche
a base de polyphénols est a I'origine d'une augmentation du pH nettement plus faible lorsque le
ciment est mis dans I'eau et pourrait également expliquer la cinétique de prise plus rapide du
ciment. La présence mutuelle d’AT a la surface des grains et dans les pores explique
l'augmentation de la résistance a la compression a I'état sec, car les molécules d’AT forment de
fortes liaisons hydrogene intramoléculaires et des liaisons hydrogéne/interactions ioniques avec
la surface des grains de MTA. Cependant, lorsque les ciments composites sont mis en présence
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d'eau, une partie de I’AT présent est libéré dans la solution ce qui produit une fragilisation des
ciments composites. Une partie de I’AT présent dans les pores est partiellement ou totalement
libérée en présence d'eau augmentant la densité des pores et leur connectivité et aussi la

probabilité de propagation de fissures.

Contrairement au ciment vierge mis dans I'eau, aucun durcissement n'est observé car il reste de
I'AT absorbé a la surface des grains constitutifs gelant ainsi leur coalescence et empéchant une

évolution ultérieure dans 1’eau.

2.4. Conclusions

L'ajout d’AT aux ciments MTA diminue nettement leur temps de prise et la taille moyenne des
grains du ciment obtenu et augmente I'hydrophilie des matériaux composites. Concernant leurs
propriétés mécaniques en compression, la présence d’AT augmente la résistance a la
compression a I'état sec. Mais le fait que le polyphénol est fortement hydrophile avec une
certaine libération dans I'eau, induit une diminution de la compression maximale a la rupture
des composites dopés avec de I’AT par rapport au ciment MTA 100% hydraté. Cette
observation n’est cependant pas préjudiciable pour son utilisation comme bouchon apical ou
les forces appliquées sont tres faibles [27, 28]. Méme si les propriétés mécaniques du composite
dopé avec de I’AT sont significativement réduites en présence d’eau, cette réduction est
acceptable pour des applications dentaires et est largement compensée par 1’avantage d’une

prise plus rapide ce qui est une exigence majeure pour les utilisations cliniques.
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size distribution upon incorperation of tannic acid in MTA based cements. The hydrophilicty of the
cements was evaluated by measuring the permeation kinetics of small water droplets.
Findings: We found that tannic acid allowed to reduce markedly the setting time of MTA based cements.

The obtained cements have an increased hydrophilicity and display excellent resistance to compression.
The number of pores but not the average pore size is also affected. The possible roles of tannic acid in
modifying the cement properties are discussed.

@ 200 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The setting of concrete and of cements was and still remains
a relevant technological problem during the two last millenaries.
As the main control parameters are the waterfcement ratio, the
temperature at which the mixing is performed, the addition of
additives allowing to speed up or to slow down the setting time
of the cements, as well as less controlled parameters as the size
distribution of the used oxide particles and the way of mixing
[1]. Overall, the setting of concrete or cements for the building
industry is a pretty slow process, considered to be achieved in
28 days. Fortunately, a full set of characterization methods and
standards are now available to characterize, in a non-
destructive manner, the time evolution of concrete and cements
[2-4].

Besides their use in civil engineering, cements are also used for
surgical and dental applications where they require a rapid setting
and well controlled, reproducible characteristics to afford not only
mechanical properties but also to control the interactions with bio-
logical tissues. Among those dental cements, Mineral Trioxide
Aggregate (MTA) 15 a material considered as the gold standard
for several endodontic treatments being a bioactive cement [5,6].
It was used in incomplete root formation | 7], the treatment of per-
forations and resorptions [2,9], pulp capping [ 10], pulpectomy [11]
and apical plug flling after apicoectomy [12]. MTA was developed
and introduced in dental treatments in 1993 [13]. MTA cements
are hydraulic and set in a moist medium. However, concerning
their biomedical applications, these cements have a major limita-
tion, namely their long setting time [ 14]. Ideally the setting should
be achieved in a few tens of minutes.

Traditional MTA cements are tricalcium silicate-based materials
related to Portland cement with the addition of the radiopaque bis-
muth oxide [5]. This bismuth oxide can be leached in time promot-
ing discoloration of dental tissues and marginal gingiva [15]. Other
MTA formulations without bismuth oxide were introduced as MTA
Biorep (ITENA Clinical, Paris, France) and MTA Repair HP (Angelus,
Londrina, Brazil). These MTA cements contain calcium tungstate as
a radiopaque agent, which is more biocompatible than bismuth
oxide [16]. Another main difference between these two MTA
cements is that the liquid of the MTA Biorep formulation contains
an organic plasticizer with distilled water in order to improve the
handling, during the insertion of the material into the root canal
and to provide greater plasticity to the matenial [17.158].

Appropriate  physical and chemical properties are recom-
mended for these dental cements such as low solubility, good seal-
ing ability, high compressive strength, regeneration of periapical
tissues, radiopacity and biocompatibility [5-7,14-20).

The solubility of these cements in tissue fluids plays a role in the
sealing quality. In addition, the dissolution of this material creates
micro-leaks that lead to a loss of adhesion with dental surfaces
[21]. Several studies noted that there is a relation between the sol-
ubility and the initial porosity of dental cements, thus more porous
materials are more likely to have higher solubility |22.23].

The wettability of these materials reflects their interactions
with the contacting solvents and tissues. Therefore, fluid sorption
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testing reflects the chemical quality of the thin surface layer of
these cements [24).

The good compressive strength of cements is an essential factor
when it comes to coronal treatments, for example, pulp capping.
However, when applied as an apical plug where there are minimal
applied forces, the cement's compressive strength will be of lower
importance [20.25] than in coronal treatments. In addition to these
properties, high pH values produced by these materials determines
their antibacterial activity and their mineralization ability for cal-
cium phosphates [2627).

All these chemical and physical properties may affect the qual-
ity of endodontic dental treatments including the root canal retro-
grade and orthograde treatments, Simultaneouws control of all those
requirements is by far not yet achieved by recent cement formula-
tions. Such control may be achieved by adding well suited addi-
tives to the cement.

Indeed, some additives in the composition of MTA cements
were already used to modify their physicochemical properties. As
typical examples, polyvinyl alcohol [28], methyleellulose [29]. cal-
cium chloride |30), calcium carbonate nanoparticles [30] and alu-
minium fluoride [31], rosin [32] were used as additives in MTA
formulations. The aim of those additives is multifold. In order of
decreasing priority, they are aimed to:

(i) Speed up the setting process
(i) Reduce the dissolution of the cement
(iii) To be able to modify the porosity and the overall
hydrophilicity of the cement

All these attributes required by additives are aimed to modify
the surface properties of the cements’ grains which are essentially
calcium silicates, calcium trisilicates and calcium oxide. It would
hence be of interest to test the influence of an additive adsorbing
in an almost undistinguishable manner to the surface of all these
particulate materials.

Among possible candidates to fulfil such a requirement, Tannic
acid (TA) is a natural polyphenolic compound of low cost which
has been shown to adsorb on the surface of almost all known
classes of materials [33]. TA is also largely used for industrial and
biomedical applications [34.35]. It 5 an antioxidant, antiangio-
genic, and anti-inflammatory factor. It has been used as a stabilizer
and a cross-linker for collagen, elastin and gelatin [36--39],

Several studies |40-42] have analysed and evaluated the effect
of different TA concentrations for different application times as a
root canal irrigant cleanser. Bedran-Russo et al [43] studied the
collagen-dentin structure treated with TA solutions and noted that
TA increases the stiffness of demineralized dentin and reduces the
enzymatic degradation of collagen most probably due to hydrogen
bonds between the biopolymer and TA.

However, the use of TA as an additive in cements is poorly
described. Hence, in the present study, we investigate the effect
of different TA concentrations on MTA Biorep in order to amelio-
rate its physicochemical properties, namely its setting time, its
mechanical properties, its porosity and hydrophilicity. The choice
of TA as an additive has been motivated by its low cost its high sol-
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ubility in water and its known interactions with metallic cations
among them Ca®* [44] which is a2 major constituent of MTA. We
will call these composite materials MTA@TA but their composition
refereeing to the formulation step will be noted MTA x% where x is
the mass fraction of MTA, the remaining mass fraction of the solid
being TA (at a constant added mass of water].

2. Materials and methods

Mineral trioxide aggregate “MTA Biorep™ (ltena Clinical, Paris,
France] has been modified with different weight percentages of
tannic acid (TA, ref 403040, Sigma Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France). TA was used as received but stored in a closed
battle to avoid its progressive hydration, hydrolysis and oxidation.
All groups of samples, called MTA@TA blends in the following,
were mixed according to the manufacturer’s instructions:
(120 £ 10) L of liquid (water + plasticizer, both provided by the
furnisher) for one cement capsule (24 mg of powder). The cements
are called according to their composition MTA (x%) where x is the
mass fraction of MTA in the initial blend. For instance, MTA 75%
describes a formulation in which 75% of the solid mass is MTA
and hence 25% of the solid mass is TA Note the sample size was
different, for technical reasons, concerning each characterization
technique. Therefore, we always specify the size and shape of the
prepared MTASTA samples.

2.1. Colour of the different MTASTA samples

One sample of each cement concentration was mixed and com-
pacted into a Teflon mould (10 mm in diameter and 3 mm in
height) in order to observe the effect of the TA concentration on
the cement colour. A camera (Nikon D5300, Tokyo, Japan) with ring
flash was used to evaluate the colour changes for all the tested
cements.

22 pH measurements of the aqueous solution in contact with the
cement

Immediately after mixing the cement, 10 polyethylene tubes
measuring 1.6 mm in diameter and 10 mm in height [45 4G] were
filled and compacted with freshly prepared samples of each
cement group using a spatula and an endodontic K-file (Micro-
Mega, Besangon, France). Cement residues were cleaned from the
external walls. Radiographic images were taken for all the filled
tubes with Vita scan (Durr Dental, Bietigheim, Germany) to verify
that there is no void into the filled tubes. Each sample was
immersed in a glass vial with 10 mL of distilled water [initial
pH = 6.8) taken from a distilled water system Elix™ Millipore
(Merck Chimie SAS, lle-de-France, France). The pH measurements
were performed at (24 ¢ 2) “C after incubation at 37 °C for 3 h,
24 h, 72 h and 168 h. Before each pH measurement, the pH meter
was calibrated with standard solutions at pH 4, 7 and 10 {(Hanna
Instruments, Lingolsheim, France). Before each individual pH mea-
surement, the pH meter electrode was nnsed with distilled water
for 30 5 to eliminate the contamination from the previous solution.

2 3. Spectrophotometric characterization of the solutions in contact
with the MTA cements

TA has been dissolved in distilled water in order to obtain a
mather solution at 0.05 mg-mL~". One disc of pristine MTA (with-
out tannic acid) was mixed and compacted into Teflon moulds as
previously described with glass slides beneath (Knittel glass,
Braunschweig, Germany). After the setting time (15 min), 1 mL
of a TA solution was dropped onto the sample surface. After
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25 min, 0.5 mL of the dropped solution and 0.5 mL of the mother
solution were taken using a pipette and diluted 10 times with dis-
tilled water. Then, 1 mL of each diluted solution was analysed in
the wavelength range between 200 and 700 nm using a me spec-
trophotometer (SAFAS, Monaco) in order to identify the changes
undergone by TA in contact with an MTA cement. We performed
this test in order to show that the colour change is due to the inter-
action between TA and the MTA cement both components being
either directly mixed at the onset of the setting process or dunng
subsequent contact between the cement and a TA containing
solution.

In another set of experiments, one sample of each MTAZTA
composite was prepared (3 mm in diameter and 358 mm in
height) and immersed in 10 mL of distilled water for one month.
After this duration, 1 mL of each solution was taken using a pipette
and diluted 10 times with distilled water. Then, 1 mL of each
diluted solution was analysed in the wavelength range between
200 and 700 nm using a mc?® spectrophotometer to evaluate the
release of TA from the cement.

24 Sconning electron microscope (SEM), thermogravimetric analysis
(TGA) ond energy dispersive x-ray (EDX) analysis

Thermogravimetric (TGA) analysis (Netzsch) was performed on
MTA and MTA 75% samples after drying and also for the same sam-
ples immersed in water during 24 h in order to determine the
water and TA weight fractions in the materials. Before TGA analy-
sis, the samples were crushed into powder with a mortar. The tem-
perature was increased from 25 to 700 *C under a nitrogen flow.

Concerning the samples for EDX analysis, three samples of each
MTA or MTA®TA formulations were compacted using a spatula
into cylindrical Teflon moulds-5 mm in diameter and 2 mm in
thickness. After the setting time (15 min) as described in the man-
ufacturer’s instruction, the disks were removed from their moulds
and mounted onto aluminium SEM stubs. The samples were
sputter-coated with 20 nm gold-palladium (2030 atomic % respec-
tively) using a Hummer JR spurttering device (Technics, CA, USA).
1 h later, the morphological and chemical characteristics of the
MTADTA samples were analysed using a Quanta 250 FEG scanning
electron microscope (FEl Company, Eindhoven, The Netherlands)
with an acceleration voltage of the electrons of 10 kV. Five SEM
micrographs were taken for each sample. Five EDX analyses were
performed for each MTASTA sample with a working distance of
10 mm and an acquisition time of 60 s. The weight percentages
of Ca, C, 5i and Al of the specimen surfaces of the different MTAZTA
blends were determined in a semi-quantitative manner form these
eXpEriments.

2.3, Setting time of the cements as evaluated by dynamic rheometry

The storage and loss moduli of the as prepared MTA and MTA @&
TA formulations were measured in a cone plate geometry with a
Kinexus Ultra rheometer (Malvern, Great Britten ) at a constant fre-
quency of 1 Hz and a shear strain of 1% The upper plate had a
diameter of 4 cm and an apex angle of 176°, the distance between
the apex of the upper plate and the lower flat plate, both in stain-
less steel, was of 150 pm. The water, containing the desired
amount of TA was mixed with the required mass of MTA on the
lower plate of the rheometer, the upper plate was approached at
the final separation, and the measurement started 1 min later, with
a time resolution of 30 5.

26, Compression Lests

The effect of tannic acid on the mechanical charactenistics of the
MTA based cements has been studied. For this purpose, the sam-
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ples were prepared according to the following protocol: immedi-
ately after mixing with water, different cements (MTA or MTASTA)
were placed and compacted in a Teflon mould (3 mm in inner
diameter and 3.58 mm in inner height) with glass slides under-
neath to provide a flat surface. The dimensions and preparation
methods of these samples were based on Bernardi et al [46). Then,
the moulds were transferred into a chamber hold at 37 °C and a
relative humidity of 95% for 6 h [47]. After that, the cylindrical
cement samples were removed from their moulds and checked
under 10X magnification using a Zumax microscope [Zumax med-
ical, Suzhou New District, China) for the presence of an eventual
void or a fractured edge. All damaged samples were discarded
before further mechanical analysis. Part of samples were picked
to be wet. They were immersed during 24 h in distilled water at
37 "C

The samples were tested through a uniaxial compression test to
determine the stiffness of the cement and the maximum load
before rupture. These tests were performed on the universal elec-
tromechanical tensile Instron 3345 (Norwood, MA, USA) device
instrumented with a 1kN cell force (Class 0.5 following 150 7500-
1] and with a displacement sensor. The tests were performed at
constant crosshead speed of 0.5 mm-min~", Deformation was cal-
culated from the crosshead displacement. A camera (Allied Vision,
Stadtroda, Germany) was used to measure the specimen dimen-
sions to avoid any initial damage that could be caused by the stan-
dard dimensional measurement methods.

The engineer compressive stress was calculated according to
the formula:

4P

mDy?
where P is the recorded load during the test and Dy is the initial
sample diameter.

The engineer compressive strain was calculated using the fol-
lowing formula
il
Ly
where 4L is the recorded displacement of the crosshead and Lp is the
initial length of the sample.

o = 1)

B =

(2)

27 Water sorption tests by the MTASTA cements

Three samples of each group were prepared and compacted n
Teflon moulds (16 mm in diameter and 3 mm in height) that were
glued to a glass slide and stored in hermetic boxes for 24 h. These
samples were larger than those used for other characterization
techniques in order to allow for the deposition of a 5 pL water drop.
A contact angle measurement device (Attension Theta, Biolin Sei-
entific, Gitenborg, Sweden) was used to measure the adsorption
time of a 5 uL drop of distilled water into the cement surface, A
drop of distilled water was dropped via a needle, 0.7 mm in diam-
eter, onto the surface of each sample. A movie was recorded with a
horizontal camera in order to track the profile of the water drop
and the absorption time of the water drop until its disappearance
into the cement surface. This measurement is a qualitative indica-
tion of the cement's hydrophilicity. Static water contact angle anal-
ysis could not be performed on the MTASTA cements owing to
their high roughness and porosity.

2.8 X-ruy tomography

The internal structure of the MTA based materials was
inspected in 3D by means of micro-computed x-ray tomography
(uCT) (EasyTom 160 from RX Solutions, Chavanod, France). For this
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characterization, the as-processed matenal rod-identical o that
used for the compression tests- was glued onto a graphite sample
holder. Imaging was conducted at a voltage of 45 kV and a current
of 160 wh using a micro-focused tube equipped with a tungsten fil-
ament. The source-to-detector distance (SDD) and the source-to-
object distance [S0D) were adjusted in such a way to obtain a voxel
size of around 2.1 pm. The volume reconstruction was done with
the software Xact64 (RX Solutions) after applying inherent treat-
ments to the technique such as geometrical corrections and ring
artefact attenuation. The image treatment was performed with
the Avizo software that enabled to (i) de-noise the images with a
median flter, (i) segmentate the images intensity to reveal the
ohjects of interest (pores or inclusions), (iii) remove insignificant
small objects, and (iv) determine the 3D geometrical aspects of
the objects (volume, equivalent diameter, density. . ).

3. Results and discussion
3.1. pH changes of water in contact with the cements

The addition of Tannic acid (TA) up to 25% (w/w) of the total
mass of the solid fraction, in the presence of a given volume of
water, allows to produce compact cements which can be manipu-
lated with tweezers and by hands. However, higher weight frac-
tions of TA do not allow to form a compact cement, most
probably in relation to a reduction of the amount of available water
which 15 used simultaneously to dissolve the highly hydrophilic TA
and to set the cement. We nevertheless characterized the MTA 502
sample by means of EDX to determine its composition but the
mechanical characterization of those samples was a non-sense
because of the apparent brittleness of the obtained material.

All these cements, when put in contact with water, induce a pH
increase (Fig. 1) as expected for MTA cements [ 19] containing Ca0
as a basic compound. Ca0 undergoes hydrolysis in water to pro-
duce highly soluble calcium hydroxide at the ongin of the pH
increase. However, when TA is incorporated as a compound of
the initial blend, the pH of the water in contact with the cement
is reduced, resulting in a pH reduction close to 2 units for the
MTA 75% cement compared to the MTA 100% cement. This finding
may be related to the interaction of TA with the surface of Ca0 as
well as with the surface of almost all known materials including
metals and polymers [33]. In the case of MTA this interaction
may well be a complexation with the Ca®* cations [44] slowing
down the hydrolysis of CaD. Owing to an average pKa value of
8.5 (TA is in fact a weak polyacid with a distribution of pKa values)

E7.50%
—H-BL25%
8- 75%

85

Time [h]

Fig- 1. pH changes of water in contact with MTA and MTASTA materials (indicated
in the ing=t where the mass percentage corresponds to MTA] 22 a function of time
up ta 1 week. Exch point correspands to the me aent on 106 MTA

or MTASTA samples and the error bars correspond 1o  one standard desiation
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[49] it is unlikely that TA can exert a buffering role for solutions
having a pH higher than 9 as found in Fig. 1. We hence assume that
the strong pH reduction of MTA doped with TA is due to a protect-
ing effect of TA by slowing down the hydrolysis of Ca0.

3.2. Colour change and composition

The MTA based cements prepared in the presence of TA undergo
also a marked colour change (Fig. 2) as expected when TA is pre-
sent in a high pH environment (Fig 1) and in the presence of spon-
taneously dissolved oxygen acting as an oxidant.

This visual change in the MTA based materials is clearly due to
the incorporation of TA. This colour change may be detrimental for
aesthetic reasons, this is however not the case because MTA is
never incorporated in the part of the teeth directly accessible to
visual inspection.

The presence of TA and water was confirmed by means of TGA
analysis: in the case of dry MTA and hydrated cements: the per-
centage of mass loss was of (15.0 £ 0.5) % in the temperature range
between 25 and 700 °C whereas the mass loss amounted to
(35.0 £ 0.5) % in case of both the dry and wetted MTA 75% samples,
indicating the presence of additional thermosensitive molecules,
namely TA. In addition, a semiquantitative quantification of the
Ca and C content was performed by EDX analysis and confirmed,
as expected, an almost linear decrease in the Ca content and an
almost constant linear increase in the C content upon incorpora-

MTA 100% MTA 94% MTAB7.5%  MTABL25%

MTA 75%

Fig. 2. visual changes of MTA and MTASTA materials in contact with water for 24 h
and dned before image capture.
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tion of a higher mass fraction of TA in the initial blend (Fig. 1 in
the Supplementary material file).

These results mean that a given mass of MTA cement should
have a given capacity to interact with TA and to modify its

properties.
3.3. Setting time and morphology

Among the properties modified upon the incorporation of TA,
are the setting time, as investigated by shear rheology and the
morphology as investigated by SEM (Fig. 3). It appears that the
presence of TA in the formulation speeds up the setting time of
MTA cements. Indeed, in the absence of the polyphenol, the setting
kinetics displays a lag phase typical of a nucleation-followed by
crystal growth- process [49). However, in the presence of 12.5%
weight percent of TA (the MTA 87.5% samples) and 25% of TA
(the MTA 75% samples), the onset of cement setting is shorter than
the time required to start the measurement (2 min. after mixing of
the different compounds) and a plateau level in the storage modu-
lus is rapidly reached without the observation of a lag phase
(Fig. 3A). This acceleration of the cement setting is of great interest
in dental applications of MTA cements as highlighted in the Intro-
duction and was the major goal of this investigation.

The morphology of the cement after 1 h of setting is also depen-
dent on the weight fraction of TA used in the initial blend (Fig. 3B)
with a more granular morphology and an apparent, but hard to
quantify, reduction in the average grain size (Fig. 3B). In fact, the
reduction in grain size when the mass fraction of TA increases
may significantly affect the mechanical properties of the cement.
A shorter setting time and a change of the grain morphology are
strong indications that the addition of TA acts as a surface modifier
in the MTA cement.

3.4. Mechanical properties of the cements in the dry and wet states

The compressive stiffness and the maximum compressive
stress, measured after a setting time of 6 h (at 37 °C) are signifi-

200 400

MTA 75%

2

MTA 87,5%

600 800

1(s)

1000

Pristine MTA

Fig. 3. A: Setting kinetics of the pristine MTA (O,@- 2 independent expeniments), of the MTA 87.5% (@) and of the MTA 75% (@) samples as measured by rheology. B:
Morphology of the MTA 75%, the MTA 87.5% and of the MTA 100% sample after 1 h of setting. The scale bar {red double headed arrow) corresponds to 5 um in all images. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader & referred to the web version of this article.)
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cantly affected by the presence of an increasing amount of TA. For
dried samples, we can distinguish two subgroups (Fig. 4): the first
one is constituted from the pristine MTA and MTA 94%, the second
one from the MTA 87.5%, MTA 81.25% and MTA 75%, hence the TA
rich samples. We observe an increased dispersion in the compres-
sive properties in the second subgroup. In fact, this dispersion can
be related to the action of TA on the setting of the cement (Fig. 3A)
and to the variation of the grain size (Fig. 3B). However, even if the
data are more dispersed for TA contents higher than 12.5% in the
initial formulation, compared to the data acquired for lower TA
contents, the compressive modulus and maximal stress are signif-
icantly higher. Interestingly, there is no significant difference in the
compressive properties for the MTA B7.5%, the MTA 81.25% and the
MTA 75% samples for which an apparent plateau in the compres-
sive properties seems to be reached. In our opinion the higher dis-
persion of the compression data at higher compositions in TA
originate from the presence of a higher number of defects in the
composite material in which TA may not only cover the surface
of the grains but also be present as clusters. Nevertheless, when
the content of TA added in the blend increases, the compressive
properties markedly increase as long as the composite cement is
stored in the dry state. This suggests that TA present on the surface
of grains (it adsorbs on the surface of all known matenals, [33])
and as clusters in the porous volume (influenced by its own pres-
ence) acts as binder. Indeed, on the sole basis of the composition of
the blend {our EDX data give the real, approximate, composition as
a function of the provided mass fraction of TA during the prepara-
tion of the blend, Fig. 1 in the Supplementary material), one would
expect a progressive reduction in the compressive properties upon
a higher incorporation of the soft organic material. This is obvi-
ously not the case, in the dry state (Fig. 4).

The increase in mechanical properties may also be explained by
the fact that the addition of TA decreases the grain size (Fig. 3B)
and also by a possible chemical role played by TA adsorbing on
the surface [28] of the particles and creating bonds-mostly hydro-
gen bonds- between them [48).

In opposition with the results obtained in the dry state, when
the MTA based samples are immersed in water for 24 h, the addi-

]
=
i_., MTA L0 - ey
TA B4% - dry
z - PATA BT.5% - dry
e = MTA BLES - diy
W MTA 755 - dry

G

[A) Compressive stiffrecs
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tion of TA has a negative effect on their mechanical properties
(Fig. 5). On the other hand, in the absence of TA, the compressive
stiffness and the maximal compressive strength increases upon
hydration (Fig. 5) This is related to the well-known slow setting
process of pristine MTA |14 ]: this cement continues to harden in
the presence of water. In contrast to this finding for MTA, in the
presence of TA, namely for the MTA 87.5%, MTA 81.25% and the
MTA 75% samples, after immersion, we observe a significant
decrease in the compressive stiffness and in the maximum com-
pressive stress. This decrease of the compressive mechanical prop-
erties can be explained by the fact that TA interacts with water and
with the surface of the particles present in the cement. This brittle-
ness is even more perceptible as the weight percent of TA is high.

3.5. Porosity and pore size distribution investigated by X-ray
tomography

In order to explain the differences in the compressive behaviour
of the MTA and MTA 75% cements in the dry versus the hydrated
state, we have also to consider the influence of TA on the
microstructure of the cements, recalling that we suspect part of
TA to be partially incorporated as clusters between the MTA grains,
thus creating some additional porosity. To that aim, we performed
some X-Ray tomography experiments in the case of the two
extreme compositions, namely MTA 100% and MTA 75% We
decided to use X-ray tomography instead of conventional porosity
measurement techniques [50] not anly to avoid perturbation of the
pore structure upon solvent incorporation or evaporation but also
to have visual access to the pore distribution and connectivity.

When comparing the MTA 100% with the MTA 75% in the dry
state, no major differences do appear concerning the pore size
(Figs. GA and B, quantitative data in Table 1). Hence, we assume
that the increase in compressive strength upon incorporation of
TA is due to the adsorption of TA on the cement components dur-
ing the setting process leading to an increased cohesion between
the TA decorated particles as well as to an incorporation of part
of the TA between the MTA grains. This assumption is compatible
with the universal coating ability of TA |33). However, when com-

1]

T

i T L8O - dry
jus AT % dry

H 1 PATA H7.5% - ciry
g = MATA BLES - dry
=05 - PATA TE - dry

G
18] Madmal stress

Fig- 4. Evoluticn of the mechanical properties of the dry MTA@TA cements {n = 6], (A): Compressive stiffness and (B): maximal stress at ropbure.

B MTA 100% - dry
8 PATA 1008 - wt
= TR E7.5% - Sy
PFATA §7.5% - et
WA ELI5% - dry
B MTA BL25% - wat
B MTA 755 - dry
£ TR 7% - waat

Saitfria | MPa]

o 28 EEEE
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W MATA, 100%, - diry
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Fig 5. Evolution of mechanical properties of wet MTASTA cements {n = ) compared to the dry ooes.
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[immersion in water (24h at arcb
' c

Fig. 6. Volume rendering of the segmented pores in: [A) MTA 100, (B) MTA 75%
dry samples; and (C) MTA 1005, (D) MTA 75% immersed samples in water Far 24 h
at 37 °C, obtained by X-ray tomography analysis The scale bar corresponds to
0.5 mm in all cases,

Table 1
Quantitative results from the X-ray tomography experiments.
Camposite Pore ize (mm) Density volume [I) Mumber fmm’
MTA 100% (dry} 0013 0.70 1303
MTA 75% [dry] 0.7 223 496
MTA 100% (wet] QM2 2896 1745
MTA T35 [wet) 0,013 1.7 358

paring the wet samples, it appears that the initial presence of TA
induces a marked increase in connectivity (Fig. 6D versus Fig. GB)
of the pores after hydration even if the MTA 100% sample also
undergoes some evolution in its pore size and pore size distribu-
tion (Table 1L We have also shown that some oxidized TA is
released in water from the MTASTA samples (Fig. 2 in the Supple-
mentary Material file), this may be at the origin of the increased
pore connectivity in this case. Such an increased pore connectivity
could be at the ongin of the appearance of more cracks during the
compressive test and hence of a reduced compressive resistance. In
addition, TA 15 still strongly adsorbed on the particles surfaces and
could play the role of a lubricant also influencing the mechanical
properties. The presence of TA should also influence the interaction
of an as prepared cement with externally added water.

3.6. Water sorplion capacity of the cements

As another marked influence of TA on the cement properties is
the increased hydrophilicity, quantified as the time required, to
totally engulf a 5 pL droplet of distilled water (Fig. 7 and Table 2).

anlanlan
R R S -

BATA 100 % RATA 97 5 % MATA TS %

Fig. 7. Wisual aspect af a water droplet (5 pl in initial solume) depasited onio
different MTASTA cement surfaces, 5 s after its deposition. Before these exper-
iments, the cements were kept inan ambient atmosphere for 24 b after mixing the
different companents.
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Table 2
Evalution of the time required for the MTASTA cements to totally
engull a 5 pl water dropler
Sample t (5]
MTA 100% 4525
MTA Sd% el
MTA B7 53 1322
MTA Bl 35% 91
MTA 75K 05:02

This increased hydrophilicity of the MTA@TA cements with the
initial content of TA is obviously correlated with an increase in the
TA content, a highly water-soluble molecule, but may also be cor-
related to a change in pore connectivity of the composite cement
(Fig. G).

Taking the results from the compressive tests, from the X-ray
tomography data and from the water permeation data as a func-
tion of the initial content in TA into account, we propose a hypo-
thetical model describing the role of TA in the structure of the
composite MTA based cements (Scheme 10 TA may play a dual
rale, depositing on the surface of the grains (calcium oxide, calcium
silicates and trisilicates) and incorporating between the grains to
maodify the porosity of the composite. The coverage of the grains
by a polyphenol based layer is at the origin of a markedly lower
pH increase when the cement is put in water (Fiz. 1) and could also
explain the faster setting kinetics of the cement (Fig. 3 A). The
mutual presence of TA on the surface of the grains and in the pores
explains the increase in the compressive stiffness and maximal
compressive stress in the dry state, because TA molecules form
strong intramolecular hydrogen bonds and hydrogen bondsfionic
interactions with the surface of the grains. However, when the
composite cements are put in the water, part of the TA present,
is released in the solution (Fig. 2 in the Supplementary material
section) which produces a weakening of the composite cements
(Fig. 5). Contrarily to the pristine cement put in the water, no hard-
ening is observed because there remains some TA absorbed on the
surface of the constituting grains freezing their coalescence and
hindering further positive evolution. Even if the mechanical prop-
erties of the MTA@TA composites are significantly reduced in the
wet state compared to pure MTA cements, this reduction is accept-
able for dental applications and is largely compensated by a faster
setting process (Fig. 2A) which is a major requirement for clinical
use.

4. Conclusions

The addition of TA to MTA cements decreases markedly the set-
ting time and the grain size of the obtained cement and increases
the hydrophilicity of the composite materials. All these findings
give strong indications that TA modifies the surface of the cement’s
grains, Concerning the mechanical properties under compression,
the presence of TA increases the compression modulus and maxi-
mal load before rupture in the dry state, but owing the high
hydrophilicity of the polyphenol and some leaching in water, its
presence in the composite has an opposite effect in the presence
of water. However, the reduction of the maximal compressive
stress by a factor of about 2 of the MTA®TA composites with
respect to the hydrated MTA 100% cement is not detrimental for
its use as an apical plug where there are minimal applied forces
|20.25]. The simultaneous increase in hydrophilicity and in brittle-
ness in the presence of water for the TA containing cements may be
explained by a dual mole played by the selected organic additive:
part of it is incorporated in the pores between the particles and
parts of it adorbs on the surface of the different present particles
playing the role of a binder and a lubricant. The TA filling part of
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MTA @ TA

Addition
of water
o
) volume
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Reduction in the compressive stiffness
and maximal stress

Increase in hydrophilicity

resulting properties [ in bold characters) of the MTA®TA composites. This model relies on

the presence af twa populations in TA: adsorbed on the surface of the mineral grains and present in the porous valume of the cement which i by isell inflluenced by the

addition of TA in increasing amaunts,

the pores is partially of totally released in the presence of water
increasing the pore density (Table 1) and hence the pore connectiv-
ity (Fiz. 6D wersus Fig. GB) and also the probability of crack
propagation.

As an additional -central- question is the possibility that TA not
only adsorbs on the surface of the constituting particles and fills
part of the pores but may also be incorporated in the obtained
phases with a possible phase change. The occurrence of such a phe-
nomenon, which we will investigated by means of X-ray diffrac-
tion, cannot be excluded on the basis of the known interaction
between TA and Ca® carions.

In future investigations, we will test the influence of other
polyphenols in the setting of dental cements which will allow to
build a structure-property map for polyphenols as additives in
biomedical cements. We will also study the influence of this kind
of water-soluble molecules on the setting of more simple materials
like plaster those components will not induce some pH increase in
contact with water allowing hence to avoid the polyphenol oxida-
tion. In such a composite TA will only act through complexation
with Ca®* cations, The oxidation of TA in the presence of MTA,
inducing some marked darkening of the cement (Fig. 2), consti-
tutes the only apparent drawback of our approach. However,
MTA is never incorporated in the part of the teeth directly accessi-
ble to visual inspection and may not modify their aesthetic appear-
ance. In addition, we cannot exclude that the TA modified cements
display increased adhesion with resins and the dental tissues,
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Chapitre 111 : Modification du platre de Paris par de

I’acide tannique ou du pyrogallol

3.1. Introduction

Le platre de Paris, le sulfate de calcium dihydraté, est fabriqué par hydratation controlée de
I’hémihydrate de sulfate de calcium. C’est un matériau utilis¢ dans la construction des
immeubles, I’immobilisation d’os fracturé et comme un matériau de réparation osseuse [1-7].
Ce matériau est utilisé dans plusieurs applications médicales et doit avoir plusieurs propriétés
telles que la biocompatibilité, la facilité d’utilisation et la stabilité. De plus il est stérilisable et
peu couteux [7-9]. Ce matériau a été utilisé dans le domaine dentaire pour le comblement osseux
dans les machoires, comme une greffe osseuse et dans les cas de perforations dentaires [10, 11].
Malgré son utilisation facile et sa biocompatibilité¢, le platre n’a aucune propriété
antibactérienne intrinséque. De telles propriétés sont indispensables pour 1’application d’un
matériau dans la cavité buccale. Plusieurs études ont modifié le platre de Paris avec des
antibiotiques tel que la gentamicine, la tobramycine ou la vancomycine [12, 13]. Sun et coll.
[12] ont démontré que I’addition de vancomycine au sulfate de calcium dans les cas de
débridement chirurgical de I’ostéomyélite chronique de la machoire favorise la formation de
tissus osseux. Par contre, au cours des dernieres décennies, les antibiotiques perdent
progressivement de leur efficacité en raison de l'adaptation des bactéries ciblées [14].
L’utilisation de molécules naturelles dérivées de plantes qui ont des activités biologiques telles
que des effets antimicrobiens et antioxydants deviennent du plus haut intérét [15]. Ces
molécules, comme les polyphénols, ont été déja utilisées dans la modification de materiaux
dentaires a base de résines [16], de phosphates de calcium [17], d’hydroxyapatite [18] et dans
le traitement de différentes tissus dentaires. Les polyphénols ont aussi été utilises pour la

prévention de la déminéralisation de I’émail [19], pour la reminéralisation des racines dentaires
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[20] et la prévention de caries dentaires [21]. L'acide tannique (AT) est un polyphénol naturel
que l'on peut trouver et extraire du vin rouge et de diverses plantes, des feuilles de thé et de
fruits [15, 22-23]. 1l a été incorporé dans de nombreux matériaux en raison de ses propriétés
antioxydantes et de son activité anticancéreuse et antibactérienne [24, 25]. Staphylococcus
aureus (bactérie Gram-positive) est l'une des principales bactéries responsables de
I'ostéomyélite et des infections osseuses [26]. Reitzer et coll. [27] ont démontré que I’AT est
incorporé dans les gels de gélatine sous forme de 2 populations distinctes, I'une libre (agent
antimicrobien) et l'autre interagissant avec le réseau de gélatine et fortement liée au gel. Les
interactions responsables de cette association sont des liaisons hydrogéne (forte densité de
groupement hydroxyles sur I’acide tannique) et des interactions hydrophobes entre les 2
composants. La molécule d’AT est constituée d’une unité de glucose estérifiée par 10 molécules
de pyrogallol (Fig. 22). La dégradation par hydrolyse de la molécule d'AT implique quelques
étapes conduisant a la formation de glucose, d'acide gallique, de résorcinol et de pyrogallol
[28]. Le pyrogallol (PY) (1,2,3-trihydroxybenzéne) est un composé organique produit par les
plantes [29]. Le pyrogallol a été utilisé comme nano-revétement d'implants endo-osseux. Il a
été conclu que pyrogallol libéré par le revétement a réussi a réduire la croissance de bactéries
planctoniques de maniere significative [30]. Le groupe pyrogallol présent dans I'acide tannique
a également joué un role dans le traitement de I'nypersensibilité dentaire [31].

Le but de cette étude était de comparer les effets antibactériens, les changements
morphologiques et les propriétés mécaniques (en compression) du platre de Paris (le groupe
contréle) avec le méme matériau modifié par 1’addition de différentes fractions massiques

d’acide tannique ou de pyrogallol.
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Figure 22. La structure du (a) pyrogallol (PY) et (b) de l’acide tannique (AT).

3.2. Matériel et méthodes
3.2.1. Matériel et préparations
Le sulfate de calcium hémihydraté (Fugi Rock EP Classic) a été modifié par I'ajout de

différentes fractions massiques d’AT ou de PY a I'eau utilisée pour amorcer la prise du platre

(Tableau 4).
Groupes Platre Platre + Platre + Platre + Platre + Platre +
5% d’AT  10% d’AT 15% 30% 50%
ou PY ou PY d’ATou d’ATou d’AT ou
PY PY PY
Platre (g) 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Eau (mL) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
AT (9) 0.0 0.05 0.10 0.15 0.30 0.50
PY (g) 0.0 0.05 0.10 0.15 0.30 0.50

Tableau 4. Les différentes fractions massiques d’acide tannique ou de pyrogallol incorporées dans le plitre.

La méthode de préparation des différents composites a base de platre modifié avec le PY ou
I’AT est illustrée dans la Fig. 23. La poudre d’AT ou de PY a été mélangée avec I’eau pendant
30s puis les solutions ont éte mélangées avec le platre pendant 1 min. Le pourcentage d’AT et
de PY correspond a la masse de soluté par rapport a la masse d'eau utilisée pour réaliser la prise
d’une masse donnée de sulfate de calcium hémihydraté (Tableau 4). Les composites ont été
préparés selon les instructions du fabricant, en gardant la méme proportion relative de sulfate
de calcium hémihydraté et d’eau (100 g/20 g). Des moules cylindriques en téflon de différentes
dimensions ont été utilisés pour fabriquer les échantillons de platre+ AT ou PY pour les
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observations au microscope électronique a balayage (MEB), I'analyse de la résistance a la
compression et pour les différents tests antibactériens, y compris les tests de diffusion en gélose
et de contact direct (3,0 mm de diametre et 3,6 mm de hauteur). Des échantillons de plus grande
dimension ont été fabriqués pour I'analyse par diffraction des rayons X et pour les tests de
sorption de I'eau (20,0 mm de diamétre et 3,0 mm de hauteur). Enfin, des moules de 15,0 mm
de diamétre et 8,0 mm de hauteur contenant 5,0 g de platre avec les différents pourcentages
d’AT ou de PY ont été utilisés pour la libération de polyphénols a partir du platre dans I'eau.
Tous ces essais ont été réalisés apres un temps de prise de 40 min a température ambiante selon

les instructions du fabricant.

/" H.0
&; 30s /)

Figure 23. Illustration schématique de la préparation des matériaux composites a base de platre avec
de I’AT ou du PY.

3.2.2. Morphologie et composition chimique

Apres le temps de prise du platre (40 min), les echantillons ont été disposes sur des portes
échantillons en aluminium. Ils ont ensuite été métallisés avec de 1’or-palladium (20%/80%) en
utilisant un métalliseur Hummer JR (Technics, CA, USA). La morphologie de surface du platre

et du platre modifi¢ avec I’AT ou le PY a été visualisée par I'utilisation d’un microscope
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électronique a balayage (MEB, FEI Company, Eindhoven, The Netherlands). Lors des
observations effectuées avec le MEB, des analyses chimiques de la surface ont été faites en
utilisant le mode microanalyse X ; ’EDX. Ces expériences donnent lieu a la composition

chimique, d’une maniére semi-quantitative, sur une profondeur de quelques pm.

3.2.3. Propriétés mécaniques

La résistance a la compression des différents composites (platre, platre + 10%AT/PY,
30%AT/PY ou 50%AT/PY) a été évaluée avec la machine de traction Instron 3345 (Norwood,
MA, USA) instrumentée avec un dynamometre limité a 1kN (Classe 0.5 selon 1ISO 7500-1) et
avec un capteur de déplacement. Les essais ont été réalisés a une vitesse constante de
compression égale a 0,5 mm/min. Les échantillons ont été soumis a un essai de compression
uni-axial afin de déterminer la rigidité du ciment et la charge maximale avant rupture. La

contrainte de compression a été calculée selon la relation :

4P
o, =

D, 2

ou P est la charge enregistrée pendant l'essai et Do est le diamétre initial de I'échantillon. La

déformation en compression a été calculée a l'aide de la relation suivante :

6L
Lo

Ec =

ou SL est le déplacement enregistré de la traverse et Lo est la hauteur initiale de I'échantillon.

3.2.4. Diffraction des rayons X

Les mesures de diffraction des rayons X ont été effectuées sur un diffractometre a poudre
(Bruker D8 Discover en géométrie Bragg-Brentano). Le diffractomeétre était équipé d'un
monochromateur frontal (longueur d'onde CuKal, A = 0.154056 nm). Les échantillons ont été

broyés sous forme de poudre avec un mortier et un pilon pour réduire la possibilité d’une
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orientation préférentielle des cristallites dans les échantillons pressés. Les diagrammes de
diffraction ont été affinés par la méthode de Rietveld en utilisant le logiciel Fullprof. La ligne
de base a été modélisée comme une fonction polynomiale basée sur dix points expérimentaux,
a éte affinée. L'orientation préférentielle a été prise en compte en utilisant un modéle March.
Les positions atomiques des structures cristallines ont été maintenues fixes. Les parametres du
réseau, la taille des cristallites, les facteurs isotropes de Debye-Waller ont été raffinés pour
chaque phase, ainsi que leur facteur d'échelle. Ceci a permis de quantifier le rapport des

différentes phases cristallisées présentes dans les composites a base de platre.

3.2.5. Adsorption d’eau

L’angle de contact et 1’adsorption d’une goutte de 1’eau distillée (5 pL) sur la surface de
I’échantillon (platre, platre+10%AT/PY et platre + 50%AT/PY) ont été mesurés a 1’aide d’un
goniometre a angle de contact (Attention Theta, Biolin Scientific, Gotenborg, Sweden). La
goutte a été déposée a I’aide d’une aiguille (0,7 mm de diametre) sur la surface de 1’échantillon.
Ces analyses de la surface de composites ont donné des indications sur I’hydrophilie de maniére
qualitative uniquement. Une vidéo permettant de suivre le profil d’étalement de la goutte sur la

surface et le temps d’adsorption du volume d’eau a €té enregistrée pour chaque échantillon.

3.2.6. Libération de polyphénols dans I’eau

Des courbes d’étalonnage reliant la concentration d’AT et de PY dans 1’eau a 1’absorbance de
la solution ont été établies a partir d’une solution mere d’AT et de PY a 0,1 mg/mL dans I’eau
distillée. Les mesures d’absorbance ont été effectuées a 1’aide d’un spectrophotométre mc?
(SAFAS, Monaco) non seulement pour I’établissement de la courbe d’étalonnage mais aussi
pour mesurer la fraction massique d’AT et de PY libérée a partir de différents échantillons dans

’eau distillée en contact avec les composites. Les échantillons de différents composites (5.00g)
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ont ét¢ immergés dans 50 mL de 1’eau distillée pendant 72h. Un mL de chaque solution en
contact avec les différents composites a été récupéré aprés 1, 2, 4, 18, 24 et 72h. L’absorbance
de ces solutions, apres dilution d’un facteur 20 a été mesurée a la longueur d’onde de 274 nm
pour I’AT et a la longueur d’onde de 267 nm pour le PY correspondant au maximum de leur

spectre d’absorbance respectif.

3.2.7. Mesures de pH
Le pH de I’eau mise en contact avec les différents composites, qui ont été utilisés dans
I’expérience de la libération de polyphénols dans 1’eau, a été mesuré aprés 24 et 72 heures

d’immersion avec un pH métre, préalablement étalonné avec des solutions tampon a pH = 10.0,

7.0 et 4.0.

3.2.8. Activités antibactériennes

3.2.8.1. Les souches bactériennes

Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923) a été cultivé selon un protocole standard en
utilisant le milieu Muller-Hinton "MHB" (Le Pont de Claix, France). Dans tous les tests
suivants, la turbidité du MHB contenant S. aureus (milieu bactérien) a été ajustée a une

« densité optique »de 0,5 a la longueur d’onde de 600 nm.

3.2.8.2. Test de diffusion en milieu gélosé

Six boites de Pétri identiques remplies de gélose et contenant 25 ml de gélose Muller-Hinton
ont été utilisées. Trois boites ont été utilisees pour évaluer Il'activité antibactérienne des
différents composites. 100 uL. du milieu bactérien (S. aureus) ont été répartis de maniére
homogeéne sur les boites de Pétri. Quatre puits dans chaque boite de Pétri, de 3,0 mm de diametre

et 3,0 mm de profondeur, ont été réaliseés a I'aide d'un poingon adapteé en retirant la gelose. Les
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trois premiers puits ont été remplis avec le platre, platre+10%AT ou PY et platre+50%AT ou
PY. Le quatriéme n'a pas été rempli pour servir de contrdle. Pour les trois autres plaques, le
premier puits a été rempli de 21 pL de Chlorohexidine (CHX) a 20% (réf.18472510, Sigma
Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Les deuxieme et troisieme puits ont été remplis avec
21 pL de solution a 10% AT ou PY et a 50% AT ou PY sans platre. Le quatriéme puits n'a pas
été rempli afin de servir de contrdle. Toutes les boites de Pétri en gélose ont été incubées a 37
°C pendant 24 h en conditions aérobies. Les zones d'inhibition aprés 24 h d'incubation ont été
mesurées. La taille de ces zones d'inhibition a été déterminée comme étant la moitié du diamétre

de la zone d'inhibition moins le diamétre du puits.

3.2.8.3. Le test de contact direct

Chaque échantillon de platre, platre + 10%AT ou PY et platre + 50%AT ou PY a été placé dans
un Eppendorf de 2 mL. Un millilitre de milieu bactérien (S. aureus) a été injecté dans chaque
Eppendorf. Dans le contrdle, le milieu bactérien a été placé dans le tube Eppendorf sans aucun
composite. Apres cela, les tubes Eppendorf ont été incubés pendant 24 h, puis pendant 72 h a
37 »C sous agitation constante (450 rpm). Aprés chaque période d'incubation (24h et 72h), dix
microlitres de chaque solution ont été prélevés et dilués en série 10 fois jusqu'a un facteur de
10° dans MHB, puis 100 pL de la solution diluée a été étalée de maniére homogéne sur une
boite de Pétri. Les plaques ont été incubées a 37 <C pendant 24 h. Apres incubation, les colonies

sur la plaque ont été comptées et leur UFC/mL a été déterminé.

3.2.8.4. Test de contact direct avec des solutions d’AT et de PY
Ces tests ont été réalisés afin de comparer 1'activité antibactérienne d’AT (1702,0 g-mol?) et
de PY (126,1 g-mol 1) en fonction de la concentration molaire en unités de pyrogallol. Pour

exprimer la concentration molaire de I'AT en termes d'unités PY, la concentration molaire d’AT
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a été multipliée par 10 en raison de sa structure (Fig. 22). Une solution d’AT a été préparée en
mélangeant 50 mg de poudre d’AT avec 50 mL d'eau distillée, ainsi qu'une solution de PY en
mélangeant 3,70 mg de PY avec 50 ml d'eau distillée. Trois dilutions (x10, x20 et x40) de la
solution initiale ont été réalisées afin d'analyser les effets antibactériens. 100 pL de la
concentration initiale et de chaque solution diluée ont été ajoutés a 900 pLL du milieu bactérien.
Apres cela, les Eppendorf ont été incubés pendant 24 h a 37 C sous agitation constante. Aprés
la période d'incubation, 10 pLL de chaque solution ont été dilués en série de 10 fois jusqu'a une
dilution finale de 10° dans MHB. 100 uL de chaque solution diluée ont ensuite été étalés de
maniére homogeéne sur une plaque. Les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. Apres
I'incubation, les colonies bactériennes présentes sur la plague ont été comptées et leur UFC.mL"

1 3 été déterminée.

3.2.8.5. Accumulation de biofilms de S. aureus sur les surfaces des composites

Chaque disque de platre, platre +10%AT ou PY et platre +50%AT ou PY a été placé dans un
puit d'une plaque a 24 puits. 20 pL. de MHB contenant S. aureus ont été placés sur la surface de
chaque échantillon. Aprés 1 h d'incubation & 37 -C, 2 mL de MHB ont été ajoutés a chaque
puits. Apres 24 h d'incubation, les disques ont été rincés delicatement avec de I'eau distillée
pendant 10s. Les échantillons ont ensuite été fixés en utilisant une solution de glutaraldéhyde
0,05 M dans un tampon cacodylate a 4% pendant 8 h. Ensuite, les échantillons ont été rincés en
utilisant un tampon cacodylate a 4% (opération répétée trois fois, 5 min chacune). Les
échantillons ont été déshydratés dans des bains d'éthanol de fraction volumique croissante
(35%, 50%, 70% et 95%) pendant 3 minutes a chaque étape. Apres la série graduelle de
solutions d'éthanol, les echantillons ont été séchés en utilisant un agent de séchage chimique,
I'nexaméthyldisilizane (HMDS). Pour cela, les échantillons ont été transférés de I'éthanol 95 %

dans une solution 1:1 de HMDS pendant 10 minutes, puis transférés dans une solution 100 %
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HMDS pendant deux fois de 10 minutes. Toutes les étapes de silanisation a I'HMDS doivent
étre effectuées sous la hotte chimique a cause de la volatilité et de la toxicité de ce composé.
Finalement, les disques ont été métallisés avec de 1’or-palladium (20%/80%) en utilisant un
métalliseur et observés au MEB pour déterminer la densité, la morphologie et la capacité

d'accumulation des biofilms de S. aureus.

3.2.9. Activité antioxydante

L'activité antioxydante des échantillons préparés a été évaluée par la décoloration du 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH, réf. D9132 de Sigma Aldrich). Un échantillon de chaque
matériau de platre, platre + 10%AT/PY, platre +30%AT/PY et platre +50%AT/PY a été
immergé dans 15 mL de DPPH (10" * mol/L dans I'éthanol a 70%). Aprés 5 min, 1 mL de chaque
solution de surnageant au-dessus des composites a été prélevé (aprés agitation vigoureuse) a
I'aide d'une pipette. Ensuite, le spectre d'absorption de 1 mL de chaque solution a été mesuré
dans la gamme de longueurs d'onde entre 300 et 600 nm. La solution qui était en contact avec
le platre de Paris sans AT ni PY, a été utilisée dans la cellule de référence. L’activité
antioxydante se traduit par une décoloration du DPPH et la diminution d’absorbance a 525 nm
permet une quantification de cet effet par rapport a la solution de DPPH en contact avec le
platre non modifié. Cette référence permet de tenir compte de la décoloration lente du DPPH
en contact avec I’oxygene dissous dans le milieu réactionnel. Des photos numériques de toutes
les solutions de DDPH en contact avec les échantillons ont également été prises aprés 1 min de

contact.

3.2.10. Stabilité des composites dans I’eau
Des moules en acier inoxydable (diamétre interne de 20 £ 0,1 mm et hauteur de 1,6 £ 0,1 mm)

ont d'abord été nettoyés avec de lI'acétone dans un bain a ultrasons pendant 15 min, puis peses
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trois fois (précision £0,0001 g ; Ohaus, Pioneer® Analytical, N anikon, Suisse) avant I'injection
de composites, et la valeur moyenne a été enregistrée. Apres 2 h, les moules remplis ont été
pesés a nouveau 3 fois avant les périodes d'immersion dans 1’eau. Apres 24 et 72h d'immersion
dans 50 mL d'eau distillée, les échantillons ont été enlevés de l'eau distillée et séchés a 37 -C
pendant 24 heures. Ensuite, la masse de chaque disque a été évalué trois fois et la moyenne a
été calculée. La différence de masse entre la valeur initiale (avant I'immersion) et la valeur
finale a été enregistrée en pourcentage pour déterminer le degré de solubilité des composites

platres ou platre + polyphénols.

3.3. Résultats et discussion

Dans cette étude, le platre de Paris a été modifié avec différentes fractions massiques
d’AT ou de PY qui ont été rajoutés a 1’eau avant la prise du platre. Il n'a pas été possible de
préparer des composites dans lesquels les fractions d’AT ou de PY étaient supérieures a 50%
par rapport a la masse d'eau car la quantité d'eau disponible n'était plus suffisante pour permettre
la prise du platre qui restait alors sous forme de poudre. La prise du platre n'a pas été influencée
de maniere significative par I'ajout de 50% d’AT ou de PY. Pour des fractions de masse plus
élevées, le platre est resté sous forme de poudre, probablement en raison de la nature hautement
hydrophile de ’AT ou du PY, dont la solubilisation a réduit la quantité d'eau disponible pour
la prise du plétre.

L'addition d’AT ou de PY a l'eau a eu une influence marquée sur la morphologie du
platre obtenu (Fig. 24a) a savoir une réduction perceptible de la taille des grains. La capacité de
I'AT a modifier la morphologie du platre pourrait étre liée a la capacité de chélation de I'AT
vis-a-vis des cations Ca?* [32]. Nous supposons que le PY peut jouer un role similaire que I’AT
mais de maniére moins prononcée. Un changement morphologique remarquable a été observé

pour les échantillons de platre +50%AT/PY. Un aspect pseudo-fibrillaire a été detecté a la
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surface et les particules de platre étaient recouvertes par cette structure. Cette structure pseudo-
fibrillaire a été éliminée aprés lI'immersion de I'échantillon dans I'eau pendant 24 h (Fig. 24b),

ce qui suggere déja qu'une partie du polyphénol incorporé peut étre libérée dans I'eau.

(a) Pristine plaster Plaster + 10 % Plaster + 50 %

Figure 24. Micrographies électroniques par balayage montrant (a) le changement de morphologie du
platre dopé avec différentes fractions massiques en acide tannique et en pyrogallol ;(b) le changement de
morphologie du pldtre dopé avec 50%PY aprés 24h d’immersion dans [’eau.

L'incorporation d’AT ou de PY dans les mélanges a également conduit, comme prévu, a une
augmentation marquée du contenu atomique en carbone (la signature chimique de I’AT et du
PY par rapport au platre) avec une diminution résultante du contenu atomique en Ca et S

(Tableau 5).

Groupes Platre Platre + Platre + Platre + Platre +
10% AT 10% PY 50% AT 50% PY
C (%) 5,6+0,6 10,4+4,2 10,6+2,3 30,1+7,4 26,555
Ca (%) 26,6+0,9 25+2.4 24,7+1,3 15,2+3,6 18+1,9
S (%) 20,2+15  20,4+1,7 22+4.5 12,4+1,3  15,6%2,7
Tableau 5. Variation de la composition chimique de différents composites obtenue par analyse
élémentaire en EDX.
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Les valeurs de résistance a la compression n'ont montré aucune différence
statistiquement significative entre les valeurs du platre vierge (58+5 MPa) et du platre +30%AT
(48+8 MPa) (P > 0,05). Cependant, des valeurs de résistance a la compression inférieures
statistiquement significatives ont été observées pour le platre +10%AT (11+3 MPa), le platre
+50%AT (3417 MPa) et pour tous les groupes du platre+PY par rapport aux échantillons de
platre vierge (P < 0,05) (Fig. 25). La valeur minimale de la contrainte de compression obtenue
pour le composite platre + 10%AT est surprenante mais reproductible et pourrait étre due a
I'interaction entre AT et les cations Ca?* induisant un changement de phase. La discontinuité
observée dans la résistance a la compression du platre avec I'augmentation de I'AT incorporé
pourrait bien étre due a un réle différent joué par le polyphénol. Pour une faible fraction
massique d'AT (10%), une plus grande quantité d'AT pourrait étre liée de maniere irréversible
au matériau inorganique que pour 30 et 50% d'AT. Mais pour les deux échantillons composites
avec 30% et 50% d’AT, la quantité absolue de polyphénol incorporé est beaucoup plus élevée
et une partie de celui-ci peut étre adsorbée sur la surface des particules du platre via des liaisons
hydrogéne ou des interactions de coordination entre I’AT et le polyphénol. Ces liaisons
pourraient renforcer le matériau et réduire la probabilité de la propagation des fissures. Quoi
qu'il en soit, pour tous les échantillons contenant de I'AT, au-dela de 10% en AT, la résistance
a la compression diminue avec l'augmentation de la fraction massique en AT ce qui est
prévisible en ajoutant une charge organique a un matériau inorganique ayant une forte
résistance a la compression. La discontinuité observée pour les composites platres+AT est
spécifique a I’AT et ce phénomene n’est pas observé lorsque le PY est ajouté au platre. Nous
nous sommes demandé si l'ajout d’AT dans le platre de Paris pouvait induire des changements
de phase, en particulier en présence de 10% d’AT. Dans ce but, nous avons étudié les différents

composites par diffraction aux rayons X.
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Figure 25. Evolution des propriétés mécaniques (en compression) de différents composites (a) platre+AT ; (b)
platre+PY en fonction de la fraction massique de composé organique ajouté.

Le diagramme de diffraction des rayons X (DRX) du platre vierge peut étre indexé avec
deux phases de sulfate de calcium hydraté : la Bassanite (2CaS04.H20) et le Gypse
(CaS0..2H20) (Fig. 26a). Aucun pic ne reste non indexeé indiquant qu'il n'y a pas d'autres phases
cristallisées quelle que soit la teneur en AT ajoutée (Fig. 26b). Les diffractogrammes des
composites du platre+AT sont trés similaires a ceux du platre vierge. Chacun de ces
diagrammes DRX a été affiné et le rapport entre le Gypse et la Bassanite est constant est égal a
3 al’erreur expérimentale prés de +10% (Fig. 26¢). La diffraction aux rayons X ne permet donc
pas d’expliquer la plus faible résistance a la compression observée pour le composite
platre+10%AT. On peut noter que les échantillons contenant du PY présentent des diagrammes
DRX avec des pics supplémentaires (Figs. 26 d et €). Tous ces pics supplémentaires peuvent
étre indexés avec la référence 33. Hofer et coll. [33] n'ont pas été capables de proposer un réseau
cristallin et nous non plus. La présence d'une structure cristalline inconnue conduit a une

quantification peu fiable sur les échantillons de platre+PY.
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Figure 26. (a) Diffractogramme aux rayons X du pléatre vierge affiné par la méthode Rietvelt avec de la
Bassanite et du Gypse ; (b) Diffractogramme aux rayons X du platre+AT ; (c) Abondance relative des phases en
fonction de la quantité d'AT ajoutée, déterminée en affinant les diagrammes DRX avec la méthode de Rietveld ;

(d) Diffractogramme aux rayons X du platre+PY ; (e) Diffractogramme aux rayons X du platre+50%PY

comparé a celui du platre non modifié.

La discontinuité observée dans la résistance a la compression du platre avec
l'augmentation en AT incorporée ne peut donc pas étre expliquée par I’apparition d’une
nouvelle phase. Par contre cette discontinuité, en plus d’un rdle joué par le polyphénol, pourrait
étre expliquée par le changement de la porosité du composite car l'incorporation de PY ou d’AT
dans le platre de Paris ne modifie pas seulement la morphologie du matériau mais peut
également changer sa porosité et la distribution de la taille des pores, une propriété qui affecte
les propriétés mécaniques et sa capacité a libérer les molécules organiques incorporées. Kharouf
et coll. [23] ont montré un changement de porosité et de la distribution de pores dans le cas du
ciment MTA dopé avec de I’AT (voir chapitre 2). Nous avons pensé étudier un éventuel
changement de la distribution de la taille des pores lors de l'incorporation de PY ou d’AT en
utilisant la sorption d'azote et lI'analyse des données par la méthode Brunauer-Emmett-Teller
(BET). Ceci n'est cependant pas possible avec un matériau fortement hydraté comme le sulfate
de calcium déshydraté car la méthode BET nécessite un dégazage intensif du matériau avant
d'effectuer la mesure. Un tel processus de dégazage induit une déshydratation et un changement
de phase du sulfate de calcium hydraté au sulfate (Gypse) de calcium hémihydraté (Bassanite)
avec un changement concomitant de la morphologie et de la distribution de la taille des pores.
Nous aurions pu penser également a déterminer la porosité moyenne par flottabilite, mais cela
n'est pas possible en raison de la libération de PY et AT dans I'eau et méme dans d'autres
solvants. Par conséquent, I'influence de la porosité et de la distribution de la taille des pores sur
les propriétés des platres composites étudiés ici reste une question ouverte et pourrait étre
¢tudiée avec la tomographie aux rayons X dans 1’avenir.

Méme si la composition chimique (EDX) et la morphologie (MEB) du platre obtenu

sont nettement affectées par 1'ajout d’AT ou de PY, I'nydrophilie globale du matéeriau n'est pas
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affectée (Fig. 27). L'hydrophilie indépendante de I'AT et du PY du platre a une importance pour
ses applications biologiques, en particulier pour la libération de polyphénols qui pourraient

conférer au platre des propriétés antimicrobiennes.

Pristine plaster Plaster + 10 % Plaster + 50 %

(o= o~ o~
FrTET™

Figure 27. Profil d’une goutte d’eau distillée (5ul) déposée sur la surface de différents composites apreés 1s de
deépot.

Pour les applications médicales, méme si le platre est destiné a assurer une libération
progressive du calcium et a étre remplacé par de l'os, il est important de controler sa résorption,
surtout dans le cas de 1’addition d’AT ou PY dans sa formulation initiale. Nous avons constaté
que le platre vierge subit une légere augmentation de masse apres 24 et 72 h et cela est
principalement dd a l'infiltration d'eau dans les pores. Cependant, aprés 24 h, les platres dopés
au PY et a I’AT subissent une légere diminution de masse qui est attribuée a une libération
d’une partie de polyphénols dans I'eau. Néanmoins, dans tous les cas, une stabilité satisfaisante

du matériau au contact de I'eau est assurée pendant au moins 72 h (Tableau 6).

Groupes Platre Platre + Platre +
50% AT 50% PY
24h +1,2140,15 -1,51+0,1 -3,11+0,15
72h +1,23+0,02 -2,32+0,11 -4,3+0,14

Tableau 6. Variation de la solubilité de différents composites dans [’eau aprés 24 et 72h.

Apres mise en contact des échantillons composites dans 1’eau, un changement de
couleur de I’eau a été noté (Fig. 28a). Ce changement de couleur est attribué a 1’oxydation des

polyphénols libérés. La cinétique de libération des polyphénols dans 1’eau est assez rapide et
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est notable aprés seulement 1 h de contact avec I'eau (Fig. 28b). Les résultats montrent que plus
la fraction d'AT incorporeée initialement dans le composite est grande, plus la concentration de
I'AT libérée dans I'eau est élevée (Fig. 28b). Le maximum d’AT libéré dans I’cau aprés 72h de
contact est cependant inférieur a 6% de la fraction massique initiale d’AT dans le composite.
En ce qui concerne le PY, une fraction beaucoup plus importante par rapport a I'AT, environ
50%, est libérée dans I'eau aprées 72 heures d'une maniére presque indépendante de la fraction
de polyphénol initialement incorporée (Fig. 28b). Cela signifie que les deux polyphénols
incorporés dans le platre jouent un double rdle : une partie est fortement liée au platre ou
incorporée dans sa structure et une autre fraction remplit les pores de la structure ou n'est que
faiblement adsorbée a la surface des particules de platre. Ces molécules de polyphénols
faiblement liées ou remplissant les pores restent disponible pour une libération ultérieure et des
applications biologiques. Ce double rdle de polyphénols, est similaire au réle joué lorsqu’ils
sont mélangés a de la gélatine [27]. La libération importante de PY (50%) dans I’eau en
comparaison avec I’AT (6%) suggere également qu'il existe deux populations de PY incorporé,
mais que la fraction fortement liée, non libérée dans I'eau de PY est plus petite par rapport a
celle d’AT. Cette différence de la quantité du PY ou d’AT libéré peut étre aussi li¢e a la taille
beaucoup plus grande de I'AT par rapport au PY (Fig. 22) et a I’hypothése que le PY implique
des interactions plus faibles que I’AT a la surface du platre. Ceci implique que la plus grande
partie de I'AT utilisé prend part en tant que composant structurel du composite obtenu. On

pourrait aussi envisager que la libération du polyphénol est ralentie pour des raisons stériques.
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Figure 28. (a) Photos des solutions en contact avec les différents composites aprés 72h d’immersion ; (b)
Pourcentage de polyphénol libéré dans l’eau en contact avec les différents composites (PY : carreaux bleu et
blanc ; AT : cercles noir et blanc) en fonction du temps de contact (1-72h). Deux séries d’expériences
indépendantes ont été effectuées avec chaque composite.

La libération de deux polyphénols dans 1’eau a induit une légere diminution du pH par
rapport au pH de I’eau en contact avec le platre vierge (Fig. 29a). L'acide tannique, en tant
qu'acide faible [34], peut effectivement induire une légére diminution du pH de l'eau. En
revanche, le changement de pH de I'eau en contact avec les mélanges platre + PY était plus
limité en comparaison avec I’AT. Cette observation peut étre rationalisée sur la base des valeurs
de pKa des deux polyphénols. L'AT est caractérisée par une valeur moyenne de pKa de 8,5 [35]
alors que les deux valeurs de pKa du PY sont de 9,02 et 11,2 [36]. Ceci montre que PY est un
acide plus faible qu’AT.

Concernant I’effet antioxydant, le platre non modifié n'a aucun effet sur la couleur de la

solution de DPPH (Fig. 29b). Mais l'incorporation de PY ou d’AT a montré un changement de
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couleur apres 1 min de contact entre la solution de DPPH avec les échantillons
composites/polyphénols. Il semble que I'effet de I'AT soit Iégérement plus important que celui
du PY (Tableau 7). Cela peut est étre di a la fraction intrinséquement plus élevée de

groupements hydroxyles réducteurs sur I’AT que le PY (Fig. 22).
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(b)

Figure 29. (a) Changement du pH de [’eau en contact avec les différentes composites en fonction du temps ; (b)
Images du changement de couleur subi par une solution de DPPH avant et apreés Imin d’immersion des
différents composites dans le DPPH.

Platre + Platre + Platre + Platre + Platre+  Platre +
10% AT 30% AT 50% AT 10% PY 30% PY 50% PY
525(nm) -0,79 -0,83 -0,89 -0,75 -0,76 -0,79

Tableau 7. Activités antioxydantes du platre dopé avec de /°4T ou du PY apres 1min de contact avec la
solution de DPPH a 10 M dans [’éthanol a 70%.

La libération d'une partie des polyphénols incorporés le platre (Fig. 28) devrait lui
conférer une activité antibactérienne contre une bactérie comme Staphylococcus aureus.
Concernant le test en gélose, le platre vierge ne permet pas de créer une zone d'inhibition sur

les gels d'Agar (Fig. 30). Cependant le composite dopé avec I'AT présente une large zone
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d'inhibition qui augmente avec 1’augmentation de la concentration en AT (plus de libération)
(Tableau 8). Les zones d’inhibitions du platre dopé avec le PY ont été plus importantes en
comparaison avec du platre dopé a I’AT (Fig. 30, Tableau 8). Ces résultats vont dans le méme
sens que la quantité libérée de chaque polyphénol. En observant I’expérience des différentes
solutions sans platre, des zones d’inhibitions plus importantes ont été trouvées par rapport a
I’expérience de composites dopé avec PY/AT. Les zones d'inhibition, ainsi qu'une partie du gel,
apparaissent brunes dans le cas du platre dopé avec AT/PY ainsi que pour les solutions
contenant d’AT/PY. Cette coloration s'explique facilement par une oxydation partielle de

I’AT/PY aux pH physiologiques auxquels les tests de diffusion en gélose ont été effectués.

 Control |
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% \
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Control
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Figure 30. Test de diffusion en milieu gélosé. (a) pldtre et plitre + AT ; (b) solutions d’AT et de Chlorhexidine ;
(c) platre et platre + PY ; (d) solutions de PY et de Chlorhexidine (sans plétre).

Platre Platre + Platre + Platre + Platre + CHX
10% AT  50% AT 10% PY  50% PY
Zones 0 3,0+0,5 5,0+0,5 9,0+0,7 12,0+0,5 7,0+0,7
d’inhibitions
(mm)

Tableau 8. Taille des zones d’inhibition du platre et du plitre dopé avec de I’AT ou du PY ainsi qu’avec
la Chlorhexidine.
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Concernant les tests de contact direct, le platre a permis le méme développement
bactérien que le groupe contréle (milieu bactérien) (Fig. 31a). Le composite platre+10%PY
était plus efficace (tue 70 % des bactéries) que la méme fraction d’AT (tue 50% des bactéries)
incorporée dans le platre aprés 24 h. En outre, le platre dopé avec 50% de PY a permis
I’éradication de plus de 98 % des bactéries aprés 24 heures et aucune colonisation bactérienne
n'a été observée apres 72 heures. Mais, de facon intéressante, pour des pourcentages d'AT
supérieurs a 10%, la faible quantité d'AT libérée (Fig. 28) est suffisante pour inhiber fortement
la prolifération de Staphylococcus aureus. L'effet inhibiteur du PY est méme beaucoup plus fort
; ceci n'est pas d0 a un effet inhibiteur intrinseque plus élevé du PY mais a une libération plus
importante.

Aprés 1’observation qualitative de 1’accumulation de biofilms sur la surface des
différents composites, nous pouvons noter une accumulation dense de bactéries sur la surface
de platre vierge, tandis que le platre a 10% d’AT/PY et le platre a 50% d’AT/PY présentent

moins de bactéries accumulées (Fig. 31b).
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Figure 31. (a) Résultats des tests de contact direct ; (b) Micrographie électronique a balayage (x10000) des
biofilms de S. aureus sur les surfaces de pléatre vierge ou de platre + AT/PY. Les biofilms accumulés sur les
surfaces sont indiqués par des fleches blanches.

Lorsque le nombre d'unités formant des colonies (UFC) de Staphylococcus aureus en
suspension est mesuré en fonction de la concentration molaire en unités PY, il apparait que PY
est de loin beaucoup moins efficace qu’AT contre S. aureus (Fig. 32). Ceci suggére fortement
que les 10 unités PY de I'AT agissent en coopération dans son activité antimicrobienne. En
conséquence, 1’efficacité élevée du PY observé dans le test direct (Fig. 31a) et d’agar (Fig. 30c)
est reliée a une forte libération de ce polyphénol a partir des composites (Fig. 28), mais pas a
une activité antimicrobienne intrinsequement plus élevée que celle de I’AT (Fig. 32).
Conformément a notre étude (Fig. 32), Cynthia et coll. [29] et Kyaw et coll. [37] ont montré
que I'AT avait une activité antibactérienne intrinséquement supérieure (en termes de valeur de

MIC) a celle du PY contre S. aureus.
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Figure 32. Nombre d'UFC en fonction de la concentration molaire en unités PY. Les cercles bleus
correspondent a I’AT et les carrés rouges correspondent au PY.

3.4. Conclusions

Avec les limitations de cette étude, il a ét€ démontré que l'incorporation d’AT ou PY
dans des formulations initiales de platre de Paris permet de modifier la morphologie et les
propriétés mécaniques du platre sans affecter son hydrophilie. Une grande partie de la quantité
incorporée d’AT sert de composant structurel du composite obtenu mais une petite partie
(Jusqu'a 6%) peut étre libérée dans I’eau. Cette quantité libérée est suffisante pour inhiber la
prolifération de S. aureus. En ce qui concerne le PY, une libération beaucoup plus importante
dans 1'eau permet une activité antimicrobienne encore meilleure que celle observée pour I’AT.
Ceci n'est cependant pas dd a une activité antimicrobienne intrinséque plus élevée du PY mais
a une libération plus importante de PY par rapport a I’AT. Dans I'ensemble, ce travail montre
que l'incorporation de PY ou d’AT dans le platre fournit des effets antimicrobiens et
antioxydants par la libération des molécules actives, mais sans engendrer une reduction
importante de la résistance a la compression et sans un grand changement de la solubilité et

donc de la stabilité chimique.
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The design of bioactive plasters is of major interest for the amelioration of dental and bone cements. In this
article, a one pot and environmentally friendly strategy based on the addition of a cheap polyphenol-tannic acid
(TA) or the main phenolic constituent of TA, namely pyrogallol (PY)- able to interact with calcium sulfate is
proposed. Tannic acid and pyrogallol not only modify the morphology of the obtained plaster+TA/PY com-
posites but a part of it is released and provides strong-up to twenty fold- antibacterial effect against Staphylo-

Morphology change 3 p g
coccus aureus. It is shown that the higher antibacterial efficiency of PY is related to a greater release compared to
TA even if in solution the antibacterial effect of PY is lower than that of TA when reported on the basis of the
molar concentration in PY units,

1. Introduction potential antibacterial agents becomes of the highest interest. Tannic

In biomaterials science, plaster of Paris, obtained through the
controlled hydration of calcium sulfate hemihydrate, is used as a ma-
terial in the immobilization of bone fractures [1] and bone repair ma-
terials [2-6]. It is biocompatible, stable, easy to use, inexpensive,
bioresorbable and sterilizable [7,8]. Overall plaster of Paris is an
excellent material for medical applications [9].

In the past, plaster was used as a dental material to repair crestal
perforations. On its own, plaster does not present any antimicrobial
activity; however, several studies analyzed the effect of antibiotic
loading in plaster for bone infection treatments. They demonstrated that
plaster can be used as a filling and a bone grafting material [10-12].
Therefore, the addition of antibacterial and antibiotic agents to the
plaster of Paris becomes an interesting and easy approach. Some anti-
biotics were used in the calcium sulfate formulations as gentamicin,
vancomycin and tobramycin [13,14]. However, antibiotics are known to
become progressively less efficient due to adaptation of the targeted
bacteria. Hence, the use of natural molecules synthesized by plants as

acid (TA) is a natural polyphenol that can be found in and extracted from
red wine and various plants, tealeaves and fruits [15-17]. It has been
incorporated within many materials due to its antioxidant properties,
anticancer and antibacterial activity [18,19]. Reitzer et al. [20] added
TA to formaldehyde crosslinked gelatin gels and proved the antibacterial
activity of the obtained material against Staphylococcus aureus
(S. aureus), at the origin of many infections in the human body [21] and
against Escherichia coli. Staphylococcus aureus (Gram-positive) is one of
the major causative bacteria of osteomyelitis and bone infections
[22,23]. Several studies [24,25] used some antibiotic agents (ampicillin,
tetracycline, gentamicin ...) in order to modify the plaster of Paris to
treat the periprosthetic joint and wound infections. They demonstrated
that TA is incorporated in the gelatin gels under two distinct pop-
ulations, one free and the other one stabilized by the gelatin network as
expected on the basis of hydrogen bonds and hydrophobic interactions
between both components [20]. The weakly bound fraction of TA can be
released from the gel and serves as an antimicrobial agent.

When considering the structure of TA, it appears as a glucose unit
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ending with ten exposed pyrogallol molecules (Scheme 1), The degra-
dation of TA molecule involves some steps containing the formation of
glucose, gallic acid, resorcinol and pyrogallol [26]. Pyrogallol (PY)
(1,2,3-trihydroxybenzene) is a polyphenol that is known for its antimi-
crobial properties [27,28], The obtained results supported that the
presence of its hydroxyl groups is responsible for its antibacterial ac-
tivity [27].

The aim of this article is to compare PY and TA as organic additives
to improve the antimicrobial properties of plaster without reducing its
mechanical properties. Considering the need to produce antibacterial
sealing materials, we investigated the incorporation of TA and PY in
plaster or Paris. It is of interest to know if either individually added PY
units or PY units linked on a central glucose unit would be more efficient
with this respect. We focus our study on the antimicrobial properties of
those new plasters and the consequences on the mechanical properties
to insure their potential use as sealing material. Morphological changes
(using scanning electron microscopy), compressive strength, composi-
tional changes (using energy dispersive X ray analysis), and release ki-
netics of the active compounds from the plaster@TA and plaster @PY
composites were investigated. The experimental variable was the weight
percentage of TA/PY in the initial formulation, the amount of water
being held constant. In vitro antibacterial activity of the cements was
evaluated after 24 and 72 h of TA/PY release for an intermediate
composition in TA/PY as well as for the most concentrated composite.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Calcium sulfate hemihydrate (“Fugi Rock EP Classic”, GC Europe N.
V., Leuven, Belgium) was stored in a closed vessel before its use, to avoid
uncontrolled hydration and setting. It has been modified with the
addition of different weight percentages of TA (ref. 403,040, Sigma
Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France, molecular mass: 1702.0
gmol™") or PY (ref. P0381-250G, Sigma Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France, purity >98% (HPLC), molecular mass: 126.1
g-mol™!) to the water used to set the plaster. The antioxidant activity of
the prepared plaster based samples was evaluated using the discolor-
ation of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, ref. D9132 from Sigma-
Aldrich).

2.2, Sample preparation

The different compositions of the composites, which were made from
the plaster modified with PY or TA, are described in Table 1. The
experimental procedure to prepare the plaster and its composites is

PY

OH
o] OH
__________‘_-__* .
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illustrated in the Supplementary data file (Scheme 51). All solutions of
TA or PY were made from MilliQ water (p = 18.2 mQ-cm, Millipore,
Molsheim, France) just before setting of the plaster. Note that the % of
TA and PY corresponds to the weight of polyphenol relative to the
weight of water used to set a constant weight of calcium sulfate hemi-
hydrate. All groups of samples, called plaster@TA and/or plaster@PY
blends in the following, were mixed according to the manufacturer's
instructions, keeping the same amount (g) of CaS0y, 1/2 Hz0 in the
composition: namely a liquid/powder ratio (20 mL/100 g). Different
dimensions of cylindrical teflon molds were used to make the plas-
ter@TA and/or plaster@PY samples for scanning electron microscopy
observations (SEM), compressive strength analysis and for the different
antibacterial tests, including agar diffusion and direct contact tests (3.0
mm in diameter and 3.6 mm in height). Larger samples were made for X-
ray diffraction analysis and water sorption tests (20.0 mm in diameter
and 3.0 mm in height). Finally, molds of 15.0 mm in diameter and 8.0
mm in height containing 5.0 g of plaster with the different percentages
of TA or PY and plaster were used for the release of TA/PY from the
plaster in water. All these tests were performed after the setting time of
40 min at ambient temperature following the manufacturer's
instructions.

2.3. Scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray
(EDX) analysis

Plaster's samples were mounted on aluminium SEM stubs. The
samples were sputter-coated with gold-palladium alloys (20,/80) using a
Hummer JR sputtering device (Technics, CA, USA). Later on, the
morphology (magnification: 5000x ) was analyzed using a Quanta 250
FEG scanning electron microscope (FEI Company, Eindhoven, The
Netherlands) functioning with a 10 kV acceleration voltage of the
electrons.

The chemical compositions of the plaster@TA and plaster@PY
samples were analyzed in a semi quantitative manner using the same
device,

2.4, Compressive strength

The plaster powder with water or water with tannic acid (10%, 30%
and 50%) or pyrogallol (10%, 30% and 50%) (n = 15 for each tested
group) were removed from their molds and checked under 10x
magnification using a Zumax microscope (Zumax medical, Suzhou New
District, China) for the presence of an eventual void or a fractured edge.
Alldamaged samples were discarded before further mechanical analysis.
Then, the samples were stored into a closed box until testing. The
samples were tested through uni-axial compression tests to determine

OH
HO OH HO OHO
OH
HO (4]
OH
o
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-
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Scheme 1. Structure of PY and TA. The arrow is aimed to represent a typical PY ending group on TA.

2

134



N. Kharouf et al

Table 1

Materials Science & Engineering © 127 (2021) 112200

Proportions (w,/w % with respect to water) of TA or PY used in the preparation of plaster@TA and plaster@PY compaosites.

Samples Pristine Plaster 4+5%TA or Plaster +10%TA ar Plaster +15% T Aor FY Plaster +30%TA or Plaster +50% TA or PY
plaster Py PY PY
Caleium sulfate hemihydrate 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
€]
Water {mL) 1.0 10 10 1.0 Lo 1.0
Tannic acid (g) 0.0 005 0.10 0.15 0.30 0.50
Pyragallal (g) 0.0 0,05 0.10 0.15 0.30 0,50

the stiffness of the cement and the maximum load before rupture, Those
tests were performed on the universal electromechanical tensile Instron
3345 (Norwood, MA, USA) device instrumented with a 1 kN cell force
(Class 0.5 following 1SO 7500-1) and with a displacement sensor. The
tests were performed at constant crosshead speed of 0.5 mm.min ', The
engineer compressive strength was calculated in megapascals (MPa)
according to the formula: o, = 4P/xD?; where P is the recorded load
during the test and D is the initial sample diameter. A One Way Analysis
of Variance test was applied using Sigma plot (release 11.2, Systat
Software, Inc., San Jose, CA, USA) to determine whether significant
differences existed in the compressive strength values between the
different composites. In all tests, a statistical significance level of « =
0.05 was adopted.

2.5. X-ray diffraction.

The XRD measurements were carried out on a D8 Discover Bruker
powder diffractometer in the Bragg-Brentano geometry. The diffrac-
tometer was equipped with a front monochromator (CuKul wavelength
b = 0.154056 nm). The samples were ground to powder to reduce
preferential orientation of the crystallites observed in pressed samples.
The diffraction patterns were refined by the Rietveld method using the
Fullprof software [29]. The background, modelled as a polynomial
function based on ten experimental points, was refined, as well as the
zero shift. Preferential orientation was taken into account using a March
model. The atomic positions of the crystal structures were kept fixed.
The lattice parameters, crystallite sizes, isotropic Debye-Waller factors
were refined for each phase, as well as their scale factor, This allowed to
quantify the ratio of the different crystallized phases.

2.6, Water sorption tests by the plaster@TA and the plater@PY
composites

Three samples of pristine plaster, plaster with 10% TA and/or PY and
plaster with 50% TA and or PY were used. They were dried inan oven at
37 °C for 24 h to reach the natural hydration of plaster, 2 water mole-
cules per calcium sulfate unit. At higher temperatures the calcium sul-
fate dihydrate may transform in calcium sulfate hemihydrate.

Then, a contact angle measurement device (Attention Theta, Biolin
Scientific, Gotenborg, Sweden) was used to measure the adsorption time
of a 5 pL drop of distilled water onto the cement surface. A drop of
distilled water was dropped via a 0.7 mm diameter needle on the surface
of each sample. A video was recorded (10 frames per second) by a
horizontal camera in order to track the profile of the water drop and the
absorption time of the water drop until its engulfment into the volume of
the cement. This measurement is a qualitative indication of the cement's
hydrophilicity.

Static contact angles could not be measured because of the absence of
a steady state wetting.

2.7. Release kinetics of TA and of PY in water and pH measurement with
of water in contact with the composites

stock solutions of TA (0.1 mg-mL ') and PY (0.1 mgmL ') were
prepared in distilled water. These solutions were diluted gradually
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between 2 and 100 times with distilled water. Their absorption spectra
were then measured using a double beam mc? spectrophotometer
[SAFAS, Monaco) to establish a calibration curve allowing the quanti-
fication of TA and PY release from the plaster@TA and the plaster@PY
composites. The measurement cuvette (Quartz, 1 cm path length) was
filled with the TA or PY solutions, whereas the reference cuvette was
filled with distilled water.

Two samples of each plaster@TA and plaster@PY material (con-
taining 5.0 g of plaster with the different percentages of TA or PY and
plaster) were immersed in 50 mL of distilled water using a glass bottle.
After 1, 2,4, 18, 24 and 72 h, 1 mL of each supernatant solution above
the composites was taken (after vigorous shaking) using a pipette. Then,
the absorption spectrum of 1 mL of each diluted solution was measured
in the wavelength range between 200 and 700 nm. The diluted solution
of the plaster of Paris without TA or PY, was used in the reference cell.
After each measurement, 1 mL of distilled water was added into each
glass bottle to maintain a constant volume above the plaster@TA and
plaster @PY composites.

The pH measurements were performed at 24 + 2 °C after incubation
of the composites with water, in the same conditions as for the release
experiments, for 24 h and 72 h. Before each pH measurement, the pH
meter was calibrated with standard solutions at pH 4, 7 and 10 (Hanna
Instruments, Lingolsheim, France).

2.8. Antimicrobial activity

2.8.1. Bacterial strain

Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 250923) was cultured ac-
cording to the manufacturer's instructions using Muller-Hinton broth
“MHB" (Le Pont de Claix, France). In all the following tests, the murbidity
of MHE containing S. aureus (bacterial medium) was adjusted to ODgog
(nm) = 0.5

2.8.2. Agar diffusion tests

The agar diffusion test were performed similarly to ref. [30] using six
identical agar filled petri dishes containing 25 mL of Muller-Hinton agar.
Three plates were used to evaluate the anti-bacterial activity of the
different plaster@TA and plaster@PY composites. 100 pL of the bacte-
rial medium were spread homogeneously onto the petri dishes. Four
wells in each petri dish, 3.0 mm in diameter and 3.0 mm in depth, were
made with an adapted punch by removing the agar. The first three wells
were filled with the prepared samples (Pari: 2.2.) of different plas-
ter@TA and plaster@PY composites (pristine plaster, plaster +10% TA
or PY and plaster +50% TA or PY) and the fourth wasn't filled to serve as
a positive control. For the other three plates, the first well was filled with
21 L of 20% Chlorohexidine (CHX) (ref.18472510, Sigma Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France). The second and third wells were filled
with 21 pL of 10% TA and 50% TA; 10% PY and 50% PY without plaster.
The fourth well wasn't filled in order to serve as a control. All the agar
petri dishes were incubated at 37 °C for 24 h under aerobic conditions.
The same operator measured the inhibition zones after 24 h of incuba-
tion. The inhibition zones were determined as half the inhibition zone
diameter minus the well diameter. The inhibition zone was measured in
millimeters using a digital caliper (Dexter, Elkhart, Indiana, United
States) and was recorded for each plaster@TA and plaster@PY
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composite. The experiment was repeated three times.

2.8.3. Direct contact tests

Each sample plaster@TA and plaster @PY (n = 3) was put ina 2 mL
Eppendorf tube (Trefflab, Degersheim, Switzerland). One milliliter of
the bacterial medium was injected in each eppendorf. In the positive
control, the bacterial madium was put into the Eppendorf tube without
any composite. In the negative control, the Eppendorf tube was filled
with 21 pL of 20% Chlorohexidine. After that, the Eppendorf tubes were
incubated for 24 h and then for 72 h at 37 °C under constant stirring.
After each incubation period, ten microliters from each Eppendorf tube
were assessed by 10-fold serial dilution up to 10° in MHB and then 100
pL of the dilution was spread homogeneously onto a plate. The plates
were incubated at 37 °C for 24 h. After incubation, colonies on the plate
were counted and their CFU/mL were determined.

2.8.4. Direct contact tesis of bacteria in solution in the presence of TA and
PY

These tests were performed in order to compare the antibacterial
activity of TA (1702.0 g-mol ') and PY (126.1 g-mol ") as a function of
the molar concentration in pyrogallal units. To express the molar con-
centration of TA in terms of PY umits, its molar concentration was
multiplied by 10 owing to its structure (Scheme 1). A TA solution was
prepared by mixing 50 mg of TA powder with 50 mL of distilled water as
well asa PY solution with 3.70 mg of PY powder with 50 mL of distilled
water. Three dilutions (210, %20 and x 40) of the initial concentration
were performed in order to analyze the antibacterial activity of both
polyphenal solutions. In triplicate experiments, 100 pL of the initial
concentration and each diluted solution were added to 900 iL of the
bacterial medium which was adjusted to ODggoam) = 0.5. After that, the
Eppendorf tubes were incubated for 24 h at 37 °C under constant stir-
ring. After the incubaticn period, 10 pL from each Eppendorf mbe were
assessed by 10-fold serial dilution up to 10° in MHB and then 100 pL of
the dilution was spread homogeneously onto a plate. The plates were
incubated at 37 °C for 24 h. After incubation, colonies on the plate were
counted and their CFU.mL™' were determined.

2.8.5. Biofilm accumulation of 5. aureus

Three samples of each composite (pristine plaster, plaster +10% TA
or PY and plaster +50% TA or PY) were compacted in teflon malds (8.0
mm in diameter and 1.0 mm in thickness) with glass slides underneath to
provide a flat surface. After the setting time, each disc was placed in a
well of a 24-well plate. 20 pL of MHB containing S aureus (0Degonm) =
0.3) was applied for each well which contained a specimen [21]. After 1
hofincubation at 37 °C, 2mL of MHB were added to each well. After 24
hof incubation, the discs were rinsed gently with distilled water for 10s,
then the samples were fixed by using a solution of 0.05 M ghataralde-
hyde in 4% cacodylate buffer for 8 h. After that, the sampleswer2 rinsed
by using a 4% cacodylate buffer for three times, 5 min each. The samples
were dehydrated in graded series of ethanol (35%, 50%, 70% and 95%)
for 3 min each. After the graded series of ethanol solution, the samples
were dried by using a chemical drying agent, Hexamethyldisilizane
(HMDS). The samples were transferred from 95% ethanol into 1:1 so-
lution of HMDS for 10 min, then tramsferred into 100% HMDS for two
times, 10 min each. All HMDS steps need to be carried out in the fume
hood overnight, owing to the high toxicity of this reagent.

After the dehydration and drying steps, the discs were sputt2r-coated
with gold-palladium alloys (20/80) and observed by a SEM to determine
the density, morphology and accumulation capacity of 8. aureus biofilms
on the different composites,

2.9, Antioxidant activity
One sample of each plaster@TA and plaster@PY material (contain-

ing 5.0 g of plaster with the different percentages of TA or PY and
plaster) were immersed in 15 mL of DPPH (10~ mal/L in 70% e thanol).
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After 5 min, 1 mL of each supernatant solution above the composites was
taken (after vigorous shaking) using a pipette. Then, the absaorption
spectrum of 1 mL of each solution was measured in the wavelength
range between 300 and 600 nm. The solution which was in contact with
the plaster of Paris without TA or PY, was used in the reference cell.
Digital pictures of all DDPH solutions above the samples were also taken
after 1 min of contact.

2.10. Stability of the plaster in the presence of water

Four specimens for each tested material were prepared as re ported
by Kharoufet al. [30] and analyzed by using the procedure described in
ISO 6876:2001, Stainless steel ring molds (internal diameter of 200+ 0.1
mm and a height of 1.6 4 0.1 mm) were first cleaned with ac etone in an
ultrasound bath for 15 min and then weighed three times (accuracy
40,0001 g; Ohaus, Pioneer® Analytical, Nanikon, Switzerland) before
sealer injection, and the mean value was recorded. They were placed on
a glass plate, and the sealers were plugged into the molds aveiding air
entrapment. After 2 h, the filled molds were weighed again ¥ times
{accuracy +0.0001 g) before aging immersion periods. After the two
immersion periods (24 and 72 h) in 50 mL of distilled water, the spec-
imens were removed from distilled water and dried at 37 °C for 24 h.
Thereafter, the weight of each specimen was assessed three times, and
the mean was recorded as the final weight. The difference of mass be-
tween the initial weight (before immersion) and the final weight was
recorded as a percentage to determine the solubility percentage of each
sealer,

3. Results

3.1. Scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray
(EDX) analysis

The addition of TA or PY to water had a marked influence on the
morphology of the obtained plaster (Fig. 1). A remarkable morpholog-
ical changes was observed for the plaster +50% PY samples. A pseudo-
fibrilar aspect was detected on the surface and the plaster particles were
covered by this structure. This pseudo-fibrilar structure was eliminated
after the immersion of the sample in water for 24 h (Fig. S1 Supple-
mentary data) already suggesting that part of the incorporated poly-
phenol may be released in water.

The incorporation of TA or PY in the blends led akso, as expected, toa
marked increase in the carbon content - the chemical signature of TA
and PY with respect to plaster - with a concomitant decrease of the Ca
and S (due to sulfate anions) content (Table 2),

3.2 Compressive strength

Fig. 2 shows the compressive strength values of the pristine plaster
and plaster@TA/PY (10, 30 and 50%). The compressive stremgth values
showed no statistically significant difference between the pristinz plas-
ter values (58 + 5 MPa) and plaster +30%TA (48 £ 8 MPa) (P > 0.05).
However, statistically significant lower compressive strength values
were observed for plaster +10%TA (11 + 3 MPa), plaster +50%TA (34
+ 7 MPa) and all plaster@PY composites compared to the pristine
plaster samples (P < 0.05) (Fig. 2).

The minimal compressive stress value obtained for the plaster 10%
TA composite is surprising but reproducible (over 15 independent ex-
periments) and could be due to the interaction between TA and Ca?'
cations inducing a phase change. To validate or to invalidate this
assumption we performed some X-Ray diffraction experiments on all the
investigated materials,

3.3, X-ray diffraction.

The X-ray diffraction pattern of pristine plaster can be indexed with
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Fig. 1. Scanning electron micrographs of plaster set in the absence of TA or PY and for the plaster +10% of TA or PY and plaster +50% of TA or PY formulations.

Table 2
Relative composition of the obtained plaster samples as measured by means of
EDX,

Elements/ Pristine Plaster +10% Plaster +50%

samples plaster TA PY TA Y

C(%) 56+ 06 104 = 10.6 £ 30.1 + 26.5 +
4.2 23 7.4 5.5

Ca (%) 256 + 09 25.0 + 24.7 & 15.2 & 18.0 +
24 1.3 36 1.9

S (%) 202+ 1.5 204 = 220 = 124 + 156 &
1.7 4.5 L3 27

two calcium sulfate hydrate phases from the ICDD database: Bassanite
2CaS04.H20 (ICDD 04-011-1765) and Gypsum CaSO4.2H;0, (ICDD
04-010-9409). No peak remains unindexed indicating that there are no
other crystallized phases whatever the content in added TA (Fig. S2, S3
and S4 in the supplementary data file).

The diffractograms of the plaster@TA composites are very similar to
those of the pristine plaster, and the same conclusions concerning the
absence of any other phase than Bassanite or Gypsum, or amorphous
phase can be withdrawn (Fig. S5 in the supplementary data file). Each of
these XRD patterns has been refined and the ratio of Gypsum and Bas-
sanite is constant within the error bar at a ratio around 1 to 3 (Fig. S5 in
supplementary data).

One cannot therefore explain the weaker compressive strength
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observed for the plaster-10%TA composite (Fig. 2A) by a peculiar
modification of its structural properties with respect to the pristine
plaster or plaster with other compositions in TA.

One can note that the samples containing PY present XRD patterns
with additional peaks (Fig. 3 and Fig. S3 in the supplementary data file).
All those additional peaks can be indexed with the ICCD PDF file 00-008-
0611 [32]. Hofer et al. [ 32] were not able to propose a crystal lattice and
neither could we. The presence of an unknown crystal structure leads to
unreliable quantification, therefore such an analysis was not performed
on the plaster@PY samples.

3.4. Water sorption tests by the plaster@TA and plaster@PY composites

Even if the composition and morphology of the obtained plaster is
markedly affected by the addition of TA and PY, the overall hydrophi-
licity of the material is not affected since a 5 pL droplet of water is
engulfed by the plaster in less than 1 s up to 50% (w/w) of TA and/or PY
with respect to the used water (Fig. S6 in the Supplementary data file).
The TA and PY independent hydrophilicity of the plaster is of main
importance for its biological applications in particular for the release of
weakly bound polyphenols which could then provide the composite
plasters with antimicrobial properties.

o

Plaster Plaster Plaster Plaster
0% 10%TA 30%TA 60%TA

Plaster 0% Plaster  Plaster
10%PY 30%PY

Plaster
50% PY

Fig. 2. Evolution of the maximal stress under compression for the pristine plaster, the plaster@TA (part A) and the plaster@PY (part B) compaosites. (P < 0.05

Bold arrows).
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—— Plaster@PY 50%
—— Pristin plaster

e

Intensity (arb. u.)
e

20(%)

Fig. 3. XRD patterns of the pristine plaster (black) and plaster@PY 50% (red).
The black arrows emphasize the peaks only present in the PY compaosite, and
which can be indexed with the ICCD 00-008-0611 PDF file. (For interpretation
of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)

3.5, Release of TA/PY from the plaster composites and pH changes of the
water in contact with the composites

Toinvestigate the release of TAor PY from the plaster blends, we first
established a calibration curve by dissolving different concentrations of
TA and PY (relying on weighing with an accuracy better than 0.5 mg) in
water and measuring the UV-vis spectra of the obtained solutions.
Water, with a slightly acidic pH was chosen as a medium because the
auto-oxidation of TA and of PY (but to a lower extent) are limited in
these conditions. An absorption peak is observed at & = 274 nm for the
TA solutions as described in the literature [33]; and at 4 = 267 nm for
the PY solutions. The absorbance versus concentration curves displayed
a linear relationship up to 0.05 mg-mL ™" with a linear correlation co-
efficient higher than 0.995 for both polyphenols (data not shown). Based
on this calibration curve, we had to set-up an experimental design to
measure the release of TA and of PY from the plaster@TA/PY blends in
order not to reach concentrations higher than 0,05 mg-mL ™", Indeed, for
samples containing 50 mg of TA (Table 1), if all the polyphenol would be
released in 50 mL of water, one would reach a final concentration of 1
mg-mL~ ! in TA, far above the linearity limit of the obtained calibration
curve. To that aim, we diluted the supernatant in contact with the
plaster@TA or plaster@PY composites by a factor of 20 in water (as
explained in the Materials and Methods section). In all cases, the
absorbance never reached values higher than 2.4 (ie about 0.05
mg-mL 1489 mL-mg 1). The release kinetics was pretty fast, with a
first initial burst of release occurring after 1 hof contact with water (data
not shown).

The results show that the more TA is incorporated initially in the
blend, the higher is the steady state concentration of TA released in
water (Fig. 4). In all cases, only a pretty small fraction, less than about
6%, of the initially added TA is released in water. This means that the
incorporated TA in plaster has a dual role: a large fraction of it is strongly
bound to the plaster or incorporated in its structure (without changing
the crystalline phases), and a lower fraction of TA fills either the pores of
the structure or is only weakly adsorbed on the surface of the plaster
particles, which are smaller upon an increase in incorporated TA
(Fig. 1). This weakly bound or pore filling TA remains available for
subsequent release and biological applications. This dual role of TA in its
composites with plaster is similar to the role played by the same poly-
phenol when blended with gelatin [34]. Concerning PY, a much larger
fraction than for TA, about 50%, is released in water after 72 h in an
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Fig. 4. Percentage of TA and PY released with respect to the TA/PY initially
included in the blend after 72 of contact with water, Two independent exper-
iments were performed in each case as indicated in the inset,

almost independent manner on the fraction of initially incorporated
polyphenol (Fig. 4). This suggests also that there are two populations of
incorporated PY, but that the strongly bound fraction, not released in
water after 72 h, is smaller. These findings point to astronger interaction
between TA and plaster than between PY and plaster. This is not so
surprising knowing the much larger size of TA compared to PY (Scheme
1) allowing more interaction points with the surface of the calcium
sulfate particles, perhaps in a cooperative manner considering TA as a
decamer of PY at the first level of approximation,

The release of TA acid, as a weak acid, [33] induced aslight, decrease
inthe pH of water in contact with the plaster@TA blends. This reduction
in pH was more pronounced than in the absence of added TA (Fig. S7 in
the supplementary data file). In contrast the pH change of the water in
contact with the plaster + PY blends was much more limited (Fig. 87 in
the supplementary data file) This finding, a rather important pH
decrease when TA is released in water and a much lower pH decrease
when a higher amount of PY is released may be rationalized on the basis
of the pKa values of both polyphenols. TA is characterized by an average
pKa value of 8.5 [35] (only an approximation because it is a polyacid)
whereas the two pKa values of PY amount to 9.02 and 11.2 [36]. This
shows that PY is a weaker acid than TA and explains hence a smaller
reduction in pH during its release in water put in contact with the
composite.

3.6. Antimicrobial activity

The release of part of the TA or PY from the prepared composites
allowed for an antibacterial activity against Staphylococcus aureus. The
tests were performed both with Agar diffusion and direct contact tests.

3.6.1. Agar diffusion tests

The pristine plaster does not allow to create an inhibition zone on
Agar gels, however the composite doped with 10%TA (with respect to
the water amount added) already presents a large inhibition zone which
increases when the highest doped composite is considered (Fig. 58-A).
This is in probable relation with the higher concentration of TA released
from the plaster +50% TA composite than for the plaster +10% TA
composite (Table 3 and Fig. 4). Note that the inhibition zones, as well as
part of the gel appear brown in the case of the plaster @TA/PY
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Table 3
. Size of the inhibition zones (mm) against §taphylococcus aureus as a function of
the TA and PY contents in the com posites.

Sample TA PY TA PY 50% CHX
1% 1054 50%
Inhilition zone 0 305 907 5205 12205 707
(mm)

To confirm these encouraging but qualitative data, we also performed some
direct contact tests.

composites (Fig. S8-A and Fig. $8-C) as well as for the TA/PY containing
solutions (Fig. S8-B and Fig. S8-D). This is related to oxidation of the
polyphenols in the growth media. Concerning the PY composites, the
inhibition zones were more important than for the TA composites##
(Fig. 88-5C versus Fig. S8-5A and Table 3).

3.6.2 Direct contact tests

The pristine plaster allowed for the same bacterial development as
the positive control (Fig. 5). The composite doped with 10% of TA (w/w
with respect to water) allowed to kill about half of the Staphylococcus
aureus bacteria after 24 and 72 h. When considering a TA percentage of
50%, the inhibition of bacterial growth is 20 fold compared to the results
of pristine plaster in Iig. 5. The plaster@10% PY composite was more
effective (kills 70% of the bacteria) than the same fraction of TA
incorporated in plaster after 24 h. In addition, the plaster@50% PY
killed more than 98% of the bacteria after 24 h and no bacterial colo-
nization was observed after 72 h.

3.6.3. Biofilm of S. aureus morphology and accumulation

The surface of the composite samples was observed by SEM at
10.000x magnification. After 24 h of incubation with the bacteria at
37 °C, we can observe a dense packing of bacteria on pristine plaster
discs whilst, plaster @ 10% TA/PY and plaster @ 50% TA/PY display
less accumulated bacteria and no compacted biofilm was observed on
plaster@50% TA and on plaster@50% PY (Fig. 59).

3.6.4. Direct contact tests of bacteria in solution in the presence of TA and
PY

When the number of colony-forming units (CFU) of Staphylococcus
aureus in suspension is measured as a function of the molar concentra-
tion in PY units (Fig. 6) it appears that PY is by far much less efficient
than TA with respect to its antimicrobial activity against S. aureus. This
strongly suggests that the 10 PY units on TA act cooperatively in its
antimicrobial activity.

The fact that the plaster @ PY composites appear more efficient in
the inhibition of bacterial growth (Fig. S8 and Fig. 5) has then to be
related to a higher release of PY from the blends as compared with TA
(Fig. 4).

24h
3,5
3
2 25 mC
LE I B Plaster 0% TA
-
‘_E 1,5 B Plaster 10% TA
E 1 i Plaster 10% PY
2 o5 £ Plaster 50% TA
0 1 Plaster 50% PY
-0,5

Groups
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Fig. 6. Number of CFU as a function of the molar concentration in PY units
(one TA molecule is equivalent to ten PY owing to its structure, Scheme 1), The
blue circles correspond to TA and the red squares correspond to PY. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

3.7, Antioxidant activity

As expected the pristine plaster sample had no effect on the colour of
the DPPH solution, hence no antioxidant activity (Fig. 510). But the
incorporation of either PY or TA provided this additional property to the
composite sample (Fig. $10). After 1 min of contact between the DPPH
solution and the composite samples, there seems to be a slightly larger
effect of TA than of PY (Table 4) even if the release of TA is lower than
that of PY at all time and for all weight fractions of the polyphenol
(Fig. 4) in probable relation to an intrinsic higher fraction of antioxidant
moieties (the hydroxyl groups on the aromatic rings) on TA. Note also
that an increased fraction of the incorporated molecule, PY or TA, seems
to have a beneficial effect (Table 4).

Table 4
Antioxidant activity of the plaster @ FY and plaster @ TA composites,
109%TA  30%TA  SO%TA  10%PY  30%PY  SO9%PY
525 (nm)  -0.79 —0.83 —0.89 —0.75 —0.76 —0.79
72h
3,5
3
2 2,5 mC
= @ Plaster 0% TA
TE' 1,5 @ Plaster 10% TA
S~
E 1 [@ Plaster 10% PY
~ 05 O Plaster 50% TA
0 [ Plaster 50% PY
-0,5
Groups

Fig. 5. Number of CFU of Staphylococcus aurens in the presence of pristine plaster and plaster @10% TA, plaster @ 50% TA; and plaster@10% PY and plaster@ 50%
PY after 24 and 72 h of culture. C represents the control experiment, without any material
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3.8. Stability of the plaster and plaster composites in water

For medical applications, even if plaster is aimed to provide a pro-
gressive calcium release and to be replaced by bone, it is important to
control its resorption. In particular here, it is important to evaluate the
influence of PY and TA on its solubility in water. We found that pristine
plaster undergoes a slight mass increase after 24 and 72 h. The same
holds true for the composite plasters after prolonged exposure to water
and is mainly due to water infiltration in the pores. However, after 24 h,
the PY and TA doped platers under go a slight reduction in mass which is
attributed to a release of the active molecule in water. Nevertheless, in
all cases, satisfactory stability of the material in contact with water is
ensured for at least 72 h (Table 5).

4. Discussion

In the present study, plaster of Paris was modified with different
weight fractions of PY and TA. It was not possible to prepare composites
in which the TA or PY fractions were higher than 50% with respect tothe
mass of water because in such samples the amount of available water
was not sufficient anymore to set the plaster which then stayed in a
powdered form. In all cases, however the setting of the plaster was not
markedly influenced by the addition of either TA or PY, as long as its
mass percentage with respect to water was not higher than 50%. For
higher mass fractions, the plaster did remain in a powdered form most
probably due to the highly hydrophilic nature of TA or PY which solu-
bilization reduced the amount of available water for setting the plaster.

The incorporation of TA or PY in water used to prepare plaster of
Paris allows a change in the plaster morphology, namely a perceptible
reduction in the grain size, The ability of TA to modify the morphology
of the plaster may well be related to the chelating ability of TA with
respect to Ca®* cations [17]. We assume that PY plays a similar role but
in a less pronounced manner. The incorporation of PY or TA in the
plaster of Paris not only changes the morphology of the material but may
also change its porosity and its pore size distribution, a property which
affects the mechanical properties and its ability to release the incorpo-
rated organic molecules, We thought to investigate an eventual change
in pore size distribution upon incorporation of PY or TA using nitrogen
sorption and data analysis using the Brunauer-Emmett-Teller method
(BET). This is however not possible with a highly hydrated material like
calcium sulfate dihydrate because the BET method requires intensive
degassing of the material before performing nitrogen adsorption. Such a
degassing process will induce dehydration and phase change from cal-
cium sulfate dehydrate to calcium sulfate hemihydrate with a concom-
itant change in morphology and pore size distribution. We could have
thought also to determine the average porosity by buoyancy, but this is
not possible owing to the release of PY and TA in the water and even in
other solvents. Hence the influence of porosity and pore size distribution
on the properties of the composite plasters investigated herein remains
an open question.

Even if the hydrophilicity of the plaster-based composites is not
affected, they incorporate TA and part of it, less than 6%, is released in
the presence of water, The release of PY from the plaster@PY composites
in water is much more important, up to 50% of the initially incorporated
organic material, and implies a weaker bond of this smaller polyphenol
on the surface of plaster. This implies that most of the used TA takes part
as a strong structural component of the obtained composite. The PY
incorporated as a structural component appears much weaker. The

Table 5
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smaller fraction of released TA compared to PY is certainly not related to
steric constraints because even if TA is significantly larger than PY, this
increase in size should not inhibit the release of those mole cuks owing
to the large pores (not quantified) of plaster (Fig. 1). But, interestingly,
for TA percentages higher than 10% (with respect to the mass of water),
the slow amount of released TA is sufficient to strongly inhibit the
proliferation of Staphylococcus aureus. The inhibitory effect of PY is even
much stronger; this is not due to a higher intrinsic inhibitory effect of PY
but to a higher release.

Plaster modified with TA and PY presented an antibacterial activity
in agar diffusion tests and colored part of the gel in brown. This color-
ation is easily explained by a partial oxidation of TA/PY at physiological
pH values at which the agar diffusion tests were performed. This
important antibacterial efficiency and the strong coloration could be
explained by the important liberation of PY from the composites (I'ig. 4).
Regarding the direct contact test, both composites demonstrated an
antibacterial activity after 24 and 72 h against the growth of Staphylo-
coccus aureus. Cynthia et al. [27] and Kyaw et al. [38] determined the
MIC of TA and PY against S.aureus. They reported that TA (MIC = 256
pg-mL Y, namely 1,50 x 10~* mol-L™") had mor= antibacterial activity
than PY (MIC = 512 pg-mL~', namely 4.1 » 10~* mol-L™")). In accor-
dance, our study shows that TA in solution was more effective against 5.
aureus than PY in solution when compared in their molar concentration
(Fig. 6). The MIC values determined in this investigation are further-
more very close to the published data [27,38].

Our article shows that TA and PY release spontaneously from an
inorganic porous material. It has been shown previously that TA can be
released from TA crosslinked capsules with a similar release profile as
the one found in this investigation [ 39,40]. The released PY and TA also
provide some antioxidant properties to the as-prepared composite
materials.

The observed discontinuity in the compression resistance of the
plaster with the increase in incorporated TA (I'ig. 2A) may well be due to
a different role played by the polyphenol. At low TA mass fraction
(plaster +10%TA) more TA could be irreversibly bound to the inorganic
material than for plaster +30%TA and plaster 50%TA. But for both
composite samples with 30% and 50% TA, thz absolute amount of
incorporated polyphenol is much higher and part of it may be adsorbed
on the surface of the inorganic particles inducing some increased in-
teractions between them, for instance via hydrogzn bonds. Those bonds
could strengthen the material and reduce the probability of crack
propagation. Anyway, for all TA containing samples, above 10% TA, the
compressive strength decreases with an increase in the mass fraction of
TA, as expected upon the addition of an organic filler to an inorganic
material. The TA containing plasters display hence a reproducible
discontinuity in their compressive strength at 10% in TA. Such a
discontinuity is not found when PY is added to the plaster (Fig. 2). In
the future it may be of interest to investigate if the presence of PY or TA
may change the behavior of plaster under compression tests or confined
compression tests to reach the ductile behavior.

We wondered if the addition of TA in plaster of Paris could induce
some phase changes in particular in the presence of 10% TA, which
could explain the weaker compressive strength found at this particular
concentration. To that aim, we systematically investigated the plas-
ter@TA or plaster @PY blends by means of X-ray diffraction.

Anyway, the results obtained in this report are qualitatively com-
parable with those obtained previously in the case of gelatin@TA
composites, namely that the polyphenol plays a double role: a structural

Solubility of plaster and of plaster incorporating 5% of either PY or TA in contact with water for 24 or 72 h.

Samples 24 h

72h

Unmaodified plaster Plaster + 50%PY

Plaster + 50%TA

Unmaodified plaster Plaster + 50%PY Plaster + S09TA

Solubility (%) +1.21 £0.15 -311 £ 015

-1.51 0.1

+1.23 £+ 0.02 4.3 +£0.14 -2.32 £0.11

140



N. Kharouf er al

additive and a partly releasable agent providing some additional bio-
logical activity to the as formulated biomaterial [34].

Further studies are required to evaluate the antibacterial activity of
these composites when there are in contact with other strains of bacte-
ria. Also, additional studies on different calcium based cements such as,
mineral trioxide aggregate and calcium-silicate cements are necessary to
confirm these latter outcomes. From a mechanical point of view, we
found that the com pressive strength of the plaster @ TA 10% composite
displayed a marked reproducible but unexplained minimum. In the case
of the PY containing composites, the compressive strength decreased
monotonously with higher fraction of incorporated organic molecules,
as expected.

5. Conclusions

It has been shown that the incorporation, in a one pot process, of TA
or PY in plaster of Paris formulations allows to change the size distri-
bution of the plaster particles up to a maximal load of 50% in polyphenol
with respect to the amount of water without affecting the hydrophilicity
of the plaster. A large part of the incorporated amount of TA serves as
structural component of the obtained composite, but a small part of it-
up to 6%- can be released in the ambient medium and is sufficient to
inhibit the proliferation of Staphylococcus aureus in 20-fold manner after
72 h. Concerning PY, a much higher release in water allows for an even
better antimicrobial activity when compared to TA. This is however not
due to a higher intrinsic antimicrobial activity of PY. Indeed, when
compared on a molecular basis of the number of provided PY units (10
per TA molecule) both polyphenols are almost undistinguishable in their
inhibitory effect against S. aureus.

Overall, this article shows that the incorporation of either PY or TA in
a one pot preparation manner provides some antimicrobial and anti-
oxidant properties through a release of the active molecules but without
an important reduction in the compression resistance and without an
alteration of the chemical stability of the plaster.

The findings presented in this report may be interesting in providing
bone sealing materials with antibacterial potential at a low cost owing to
the high availability and low prize of TA and PY.
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Chapitre IV : Comparaison de I’effet de polyphénols sur le

platre de Paris et le «Mineral Trioxide Aggregate» -

conclusions et perspectives

Suite a nos études et analyses qui ont été décrites dans les chapitres Il et 111, ce chapitre présente

un petit résumé (sous forme d’un tableau) afin de comparer les effets de I’addition de

polyphénols a un ciment a base du calcium simple (platre de Paris) et complexe (MTA).

Tests

Platre de Paris

MTA

Changement de couleur

Changement léger

Noircissement

pH de la solution en

contact avec le matériau

-pH neutre
- 1égére diminution lors de

I’addition de polyphénols

-pH basique a cause de la
solubilité de I’hydroxyde de
calcium
-Abaissement de 2 unités lors

de I’addition de polyphénols

Libération dans ’eau

-Une grande libération du PY a
été mesurée (50%)
-Une libération beaucoup moins
importante a été mesurée (6%)
pour ’AT

-Une treés faible libération a

été observée apres 72h (2%)

Morphologie

Une réduction perceptible de la
taille des grains et
un aspect pseudo-fibrillaire a été
détecté a la surface du platre

Une réduction de la taille
moyenne des grains
constituant le composite a été

observée

Composition chimique

-Une augmentation du contenu
en carbone et une diminution du

contenu en calcium

-Une augmentation du
contenu en carbone et une
diminution du contenu en

calcium

143



Activité antibactérienne

-Le platre tout seul n’est pas

antibactérien

-L’addition de polyphénols rend

le composite antibactérien contre

S. aureus

-MTA a montré une activité
antibactérienne contre 1I’E.
faecalis
-le composite est inerte apres
ajout d’AT

Propriétés mécaniques

La résistance a la compression

diminue avec l'augmentation de

la fraction massique de

polyphénols par rapport au platre

non-modifié qui a les valeurs les

plus importantes

-L’AT a amélioré la
résistance a la compression
du MTA a I’état sec.
-Le MTA hydraté dans 1’eau
montre une grande
amélioration de la résistance
a la compression. En
revanche, les composites
dopés avec I’AT perdent
environ 50% de leur
résistance a la compression

apres hydratation

Temps de prise

Non étudié

Accélération de prise lors de
’addition de polyphénols. En
I'absence du polyphénol, la
cinétique de prise présente
une phase de latence typique
d'une nucléation suivie d'un
processus de croissance

cristalline

Adsorption d’eau

Non marqué

Le MTA est beaucoup moins
hydrophile que le composite

dopé avec ’AT

Tableau 9. Les effets de [’addition de polyphénols au plitre de Paris et au (MTA).
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Conclusion générale

L'ajout de polyphénols aux ciments MTA ou au platre de Paris (ciment simple a base de sulfate
de calcium) permet de modifier la morphologie et les propriétés mécaniques de ces ciments. A
I’état sec, les polyphénols permettent d’augmenter la résistance a la compression de composites
a base de MTA, par contre, ils engendrent une diminution de la résistance a la compression des
composites a base du platre. Le MTA donne lieu a une solution basique qui se traduit par une
oxydation importante des polyphénols introduits dans le composite et une perte de leur activité
biologique. Par contre la solution en contact avec le platre de Paris a un pH neutre qui autorise
les polyphénols incorporées a se libérer sous forme non oxydée afin de jouer un réle biologique
(activités antibactériennes et antioxydantes). L’addition de polyphénols dans le MTA a permis
de réduire le temps de prise et I’hydrophilie de ce matériau : propriétés importantes pour son
utilisation clinique. En revanche, aucun changement du temps de prise n’a été marqué dans le
cas du platre modifié avec de polyphénols.

Le pyrogallol est un polyphénol qui a une masse moléculaire beaucoup plus petite que celle de
I’acide tannique, en conséquence, une libération beaucoup plus importante que celle de ’acide
tannique a été mesurée a partir des composites a base de platre de Paris.

L’incorporation de molécules actives dans des composites a base de calcium pourrait donner
un effet positif sur les propriétés mécaniques et les activités biologiques. Mais des études restent

a mener avec d’autres polyphénols et d’autres matériaux composites.
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Perspectives :

Comme dans les systemes canalaires infectés, les bactéries ne sont jamais totalement éliminées,
I'obturation vise a limiter le nombre de bactéries résiduelles et leurs sous-produits. Pour fournir
un joint tridimensionnel étanche dans le systéme canalaire, I'obturation du canal radiculaire
implique 1'utilisation d’un cone de gutta-percha en combinaison avec un ciment d’obturation
canalaire [1, 2]. Par conséquent, il existe plusieurs types de ciments d’obturation canalaire, tels
que les ciments verre-ionomere, les résines époxy, les résines a base de silicones, les ciments a
base de silicate de calcium (chapitre 1) et les ciments a base d'oxyde de zinc [2, 3]. Les ciments
a base de silicate de calcium présentent une bonne capacité de remplissage (obturation
tridimensionnelle) et une bonne activité antibactérienne [2, 4], mais ils sont encore trop chers
[5]. Les ciments d’obturation canalaires a base de résine-époxy, au contraire, ne sont pas chers
mais ont une activité antibactérienne limitée ou nulle [6-8]. Plusieurs polyphénols ont été
utilisés pour modifier divers matériaux dentaires afin d'améliorer leurs propriétés mécaniques,
leur activité biologique et leur force d'adhérence aux tissus dentaires [9]. Le resvératrol (RS)
(3,4,5-trihydroxystylbéne) est un composé phénolique de la famille des stilbénes, a été
incorporé dans les agents d’adhésion de la dentine (adhésif dentaire) pour aider a réduire leur
cytotoxicité [10]. Le resvératrol a également été utilisé pour traiter la dentine avant I'application
d'adhésifs dentaires et il a permis de préserver la liaison dentine-résine dans le temps [11]. Le
pyrogallol (PY) (1,2,3-trihydroxybenzeéne) est un composé organique produit par les plantes
[12]. Ce polyphénol a conservé son activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus
lorsqu'il a été incorporé au platre de Paris [13]. Le groupe pyrogallol présent dans l'acide
tannique a également joué un rdle dans le traitement de I'hypersensibilité dentaire [14].
Plusieurs études ont montré que le resveratrol et le pyrogallol ont une activité antibactérienne
contre les bactéries Gram-positives [13, 15-17]. Comme mentionné précédemment, les ciments

d’obturation canalaires & base de résine-époxy ont des activités antibactériennes limitées ou
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nulle. L'idée est d'incorporer un polyphénol ayant une activité antibactérienne dans ces ciments
afin d'obtenir des effets antimicrobiens. Le but est d’essayer d’incorporer différents
polyphénols dans des matériaux dentaires qui ne sont pas a base de calcium comme c’était déja
étudié dans les chapitres Il et Ill; et dévaluer les changements physicochimiques et
morphologiques, l'activité antibactérienne, la cytotoxicité et les propriétés mécaniques d'un
ciment dentaire en résine-époxy modifié avec deux polyphénols différents, a savoir le
pyrogallol et le resvératrol.

D’aprés nos résultats préliminaires (Fig. 33), on pourrait conclure que les deux
polyphénols ont amélioré les propriétés mécaniques de la résine-époxy. Le PY a démontré de
bien meilleures activités antioxydantes et antibactériennes que le RS, ce qui est associé a une
libération plus élevée du PY. En revanche, le PY a une cytotoxicité plus élevée (envers des
fibroblastes) que la résine-époxy et la résine-époxy dopée avec le RS. Les surfaces de ciment
modifié par le PY sont apparues plus rugueuses avec une qualité d'absorption d'eau plus élevée
que la résine-époxy dopé avec RS. Le resvératrol et le pyrogallol ont non seulement modifié la
morphologie et les propriétés mécaniques de la résine-époxy, mais une partie de ces molécules
a pu étre libérée des composites et a augmenté leur activité antioxydante et leurs effets

antibactériens contre Enterococcus faecalis.
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Figure 33. Résumé de 1’étude en cours sur la modification de résine-époxy avec deux polyphénols différents ;
RS : resvératrol ; PY : pyrogallol ; L Obturys est un ciment d obturation canalaire a base de résine-époxy.
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Résumé

La ligne directrice de ce travail de thése consiste a rajouter des polyphénols dans I'eau
utilisée pour la prise du ciment dentaire de réparation canalaire dans I'’hypothése que
cette famille de molécules, connues pour leur capacité a s’adsorber sur la surface de
tous types de matériaux, favorise des interactions interparticules au sein du ciment et
qu’'une partie reste disponible pour favoriser des effets biologiques. L'ajout d’acide
tannique (AT) aux ciments « mineral trioxide aggregate » (MTA) diminue nettement
leur temps de prise et la taille moyenne des grains du ciment obtenus et augmente
I'nydrophilie des matériaux composites ainsi que leur propriétés mécaniques a l'état
sec. Mais le fait que le polyphénol est fortement hydrophile avec une certaine libération
dans l'eau, induit une diminution de la compression maximale a la rupture des
composites dopés avec de I'AT par rapport au ciment MTA 100% hydraté. Pour mieux
comprendre les effets de I'addition de polyphénols sur les propriétés de ce matériau,
la modification du platre de Paris avec différentes fractions massiques d’acide tannique
et de pyrogallol a été étudiée. L’incorporation de molécules actives dans des
composites a base de calcium pourrait avoir un effet positif sur leurs propriétés
meécanigues et leurs activités biologiques. Mais des études complémentaires restent a
mener avec d’autres polyphénols et d’autres matériaux composites.

Mots clés : Polyphénols, « Mineral trioxide aggregate », Platre de Paris

Résumé en anglais

The guideline of this thesis is to add polyphenols to the liquid used for the setting of
dental root canal repair cements with the assumption that this family of molecules,
known for their ability to adsorb on the surface of all types of materials, promote
interparticle interactions within the cement and a part remains available to promote
biological effects. The addition of tannic acid (TA) to mineral trioxide aggregate (MTA)
cements decreases their setting time, reduces the average grain size and increases
the hydrophilicity of the composite materials as well as their mechanical properties in
the dry state. But the fact that the polyphenol is strongly hydrophilic with a certain
release in water, induces a decrease of the compression resistance at break of the
composites doped with TA compared to the 100% hydrated MTA cement. To better
understand the effects of polyphenol addition on the properties of this material, the
modification of plaster of Paris with different mass fractions of tannic acid and
pyrogallol was also studied. The incorporation of active molecules in calcium-based
composites could have a positive effect on their mechanical and biological properties.
But further studies are still needed with other polyphenols and other composite
materials.

Keywords : Polyphenols, Mineral trioxide aggregate, Plaster of Paris
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