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“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um oceano.”   
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RESUMO 
Foram analisados novos cimentos biocerâmicos disponíveis no mercado. Avaliou-se 
ainda, a associação de hipoclorito de cálcio a um cimento experimental à base de 
silicatos de cálcio e ao Bio-C Sealer. Publicação 1 - avaliação das propriedades físico-
químicas do Bio-C Sealer (BCS), em comparação ao TotalFill BC Sealer (TF) e AH 
Plus (AHP). Avaliou-se tempo de presa (n=6), escoamento (n=10), pH (n=10), 
radiopacidade (n=6), solubilidade (n=6) e alteração volumétrica (n=6). Os dados 
obtidos foram analisados pelos testes ANOVA e Tukey (α=0,05). BCS e TF 
apresentaram valores similares de pH, radiopacidade e alteração volumétrica. BCS 
apresentou o menor tempo de presa, e maior escoamento e solubilidade. AHP 
demonstrou maior radiopacidade, e menor escoamento, pH, solubilidade e alteração 
volumétrica. Embora BCS tenha demonstrado elevada solubilidade, ele apresentou 
baixa alteração volumétrica, pH alcalino, além de escoamento, radiopacidade e tempo 
de presa adequados. Publicação 2 – avaliação das propriedades físico-químicas, 
citocompatibilidade e atividade antimicrobiana do Sealer Plus BC (SPBC), em 
comparação ao TotalFill BC Sealer (TF) e AH Plus (AHP). Avaliou-se tempo de presa 
(n=6), escoamento (n=10), pH (n=10), radiopacidade (n=6), solubilidade (n=6), 
alteração volumétrica (n=6), citocompatibilidade (n=6), e atividade antibiofilme contra 
Enterococcus faecalis e Candida albicans a partir do teste de contato direto modificado 
(TCDM) (n=6) e ensaio cristal violeta (CV) (n=8). Os dados foram submetidos aos 
testes ANOVA/Tukey (testes físico-químicos), ANOVA/Bonferroni (testes de 
citocompatibilidade), e Kruskal-Wallis e Dunn (testes microbiológicos) (α=0.05). SPBC 
apresentou tempo de presa, radiopacidade, escoamento e pH adequados. 
Solubilidade do SPBC foi maior que a do AHP. Os três materiais apresentaram 
alteração volumétrica semelhante. SPBC demonstrou citocompatibilidade e atividade 
antibiofilme. Apesar de o SPBC ter apresentado maior solubilidade, as demais 
propriedades físico-químicas foram satisfatórias, além de apresentar 
citocompatibildade e atividade antibiofilme. Publicação 3 – avaliação das 
propriedades físico-químicas, atividade antimicrobiana e citocompatibilidade de um 
cimento endodôntico experimental à base de silicatos de cálcio (ECS) e do Bio-C 
Sealer (BCS), com ou sem associação a 2% de hipoclorito de cálcio (CH), em 
comparação ao AH Plus (AHP).  Foram analisados tempo de presa (n=6), escoamento 
(n=10), radiopacidade (n=6), alteração volumétrica (n=6), solubilidade (n=6), pH 
(n=10), citocompatibilidade (n=6) e atividade antimicrobiana por TCDM (n=6), frente 
aos biofilmes de E. faecalis e/ou C. albicans. ANOVA e Tukey, Kruskal-Wallis e Dunn; 
e ANOVA e Bonferroni foram aplicados (α=0.05). Tempo de presa de ESC-CH foi 
menor que de ESC, e do BCS-CH foi semelhante ao BCS. A solubilidade de ESC-CH 
foi menor que do ESC, e a do BCS-CH foi menor que do BCS em 7 dias. ESC, BCS, 
ESC-CH e BCS-CH apresentaram radiopacidade e escoamento adequados, além de 
pH alcalino e baixa alteração volumétrica. ECS, ECS-CH, BCS, BCS-CH e AHP não 
demonstraram efeito citotóxico para Saos-2. BCS-CH apresentou maior efeito contra 
o biofilme de E. faecalis que BCS. A associação ao hipoclorito de cálcio diminuiu o 
tempo de presa e solubilidade do ESC, mantendo atividade antimicrobiana e 



 

citocompatibilidade. CH proporcionou maior atividade antibiofilme ao cimento BCS, 
sem prejudicar as demais propriedades avaliadas. 
 

Palavras-chave: Endodontia. Materiais dentários. Propriedades físicas e químicas. 
Enterococcus faecalis. Candida albicans 
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ABSTRACT 
New bioceramic sealers available on the market were analyzed. The association of 
calcium hypochlorite with a calcium silicate-based experimental sealer and with Bio-C 
Sealer was also evaluated. Publication 1 - evaluation of the physicochemical 
properties of Bio-C Sealer (BCS) compared to TotalFill BC Sealer (TF) and AH Plus 
(AHP). Setting time (n=6), flow (n=10), pH (n=10), radiopacity (n=6), solubility (n=6) 
and volumetric change (n=6) were evaluated. The obtained data were analyzed by 
ANOVA and Tukey tests (α=0.05). BCS and TF showed similar values of pH, 
radiopacity and volumetric change. BCS had the shortest setting time, and the highest 
flow and solubility. AHP showed higher radiopacity, and lower flow, pH, solubility, and 
volumetric change. Although BCS showed high solubility, it showed low volumetric 
change, alkaline pH, in addition to adequate flow, radiopacity and setting time. 
Publication 2 - evaluation of physicochemical properties, cytocompatibility and 
antimicrobial activity of Sealer Plus BC (SPBC), in comparison to TotalFill BC (TF) 
Sealer and AH Plus (AHP). Setting time (n=6), flow (n=10), pH (n=10), radiopacity 
(n=6), solubility (n=6), volumetric change (n=6), cytocompatibility (n=6), and antibiofilm 
activity against Enterococcus faecalis and Candida albicans from the modified direct 
contact test (TCDM) (n=6) and crystal violet test (CV) (n=8) were evaluated. The data 
were submitted to ANOVA/Tukey tests (physical-chemical tests), ANOVA/Bonferroni 
(cytocompatibility tests), and Kruskal-Wallis and Dunn (microbiological tests) (α=0.05). 
SPBC showed adequate setting time, radiopacity, flow and pH. The solubility of SPBC 
was greater than that of AHP. The three materials showed a similar volumetric change. 
SPBC demonstrated cytocompatibility and antibiofilm activity. Although SPBC showed 
higher solubility, the other physicochemical properties were satisfactory, in addition to 
presenting cytocompatibility and antibiofilm activity. Publication 3 - evaluation of the 
physicochemical properties, antimicrobial activity and cytocompatibility of a calcium 
silicate-based experimental sealer (ECS) and Bio-C Sealer (BCS), with or without 
association with calcium hypochlorite (CH) 2% compared to AH Plus (AHP). Were 
analyzed setting time (n=6), flow (n=10), radiopacity (n=6), volumetric change (n=6), 
solubility (n=6), pH (n=10), cytocompatibility (n=6) and antimicrobial activity, by TCDM 
(n=6), against E. faecalis and / or C. albicans biofilms. ANOVA and Tukey, Kruskal-
Wallis and Dunn; and ANOVA and Bonferroni were applied (α = 0.05). ESC-CH setting 
time was shorter than ESC, and BCS-CH was similar to BCS. The solubility of ESC-
CH was lower than that of ESC, and that of BCS-CH was lower than that of BCS in 7 
days. ESC, BCS, ESC-CH and BCS-CH showed adequate radiopacity and flow, in 
addition to alkaline pH and low volumetric change. ECS, ECS-CH, BCS, BCS-CH and 
AHP did not demonstrate cytotoxic effect for Saos-2. BCS-CH had a greater effect 
against E. faecalis biofilm than BCS. The association with calcium hypochlorite 
decreased the setting time and solubility of ESC, maintaining antimicrobial activity and 
cytocompatibility. CH provided greater antibiofilm activity to BCS cement, without 
harming the other properties evaluated. 
Keywords:  Endodontics. Dental materials. Physical and chemical properties. 
Enterococcus faecalis. Candida albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 

A obturação dos canais radiculares visa o melhor selamento possível do espaço 

endodôntico, a fim de evitar a recontaminação microbiana1,2. Os cimentos endodônticos  

com características físico-químicas e biológicas adequadas podem contribuir 

significativamente para o sucesso da terapia endodôntica3. Os materiais à base de 

silicatos de cálcio  merecem destaque pela capacidade de selamento e 

biocompatibilidade4.  

Os cimentos à base de silicatos de cálcio foram introduzidos na odontologia na 

década de 1990, após os estudos de Torabinejad, que resultaram no desenvolvimento 

do MTA (Agregado Trióxido Mineral)5,6. Este cimento foi utilizado inicialmente como 

material reparador, em casos de perfuração radicular7. Suas propriedades hidráulicas, 

capacidade de selamento e potencial bioativo, proporcionaram novas aplicações 

clínicas como proteção pulpar direta e indireta em dentes decíduos e permanentes, 

apicigênese, apicificação e obturação dos canais radiculares4,8. 

Os materiais de primeira geração eram constituídos basicamente por cimento 

Portland (80%) e o agente radiopacificador óxido de bismuto (20%)2,9. No entanto, estes 

materiais apresentavam algumas características desfavoráveis como possibilidade de 

conter metais pesados e contaminantes10, dificuldade de manipulação e inserção2, além 

de alteração na coloração dentária, causada pelo óxido de bismuto11. 

Novos materiais foram desenvolvidos na segunda geração, também denominados 

biocerâmicos2. Estes cimentos apresentam silicato tricálcico puro como principal 

componente, assim como no cimento Portland2,12. O silicato dicálcico, também presente 

no cimento Portland, tem sido utilizado no desenvolvimento de novos materiais de 

silicatos de cálcio13. O óxido de bismuto foi substituído por agentes radiopacificadores 

alternativos, como óxido de zircônio, óxido de tântalo2,14 e tungstato de cálcio8. Esses 

materiais apresentam também aditivos que além de potencializar suas propriedades, 

ainda proporcionam maior facilidade de manipulação2. Os cimentos endodônticos 

surgiram a partir da segunda geração2. Estes materiais à base de silicato tricálcico e/ou 

silicato dicálcico apresentam biocompatibilidade e bioatividade15-17.  

Os materiais à base de silicatos de cálcio necessitam de umidade para reação de 

hidratação e são denominados, portanto, cimentos hidráulicos2,4,18. Diversos cimentos 

endodônticos, tanto na apresentação pó-líquido, quanto prontos para uso, foram 

desenvolvidos e introduzidos no mercado mundial.  
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Desenvolvido a partir de estudos prévios realizados na Faculdade de Odontologia 

de Araraquara, Universidade Estadual Paulista, o cimento experimental hidráulico à 

base de silicatos de cálcio (ECS), é um cimento na forma pó-líquido, composto por 

silicato tricálcio, silicato dicálcico, fosfato de cálcio monobásico, hidróxido de cálcio, 

óxido de zircônio, tungstato de cálcio e polietilenoglicol. Este material apresenta 

propriedades físico-químicas adequadas, como tempo de presa, radiopacidade, 

escoamento e pH. Embora, tenha apresentado solubilidade acima do recomendado 

pelas normas ISO 6876/2012, o cimento experimental demostrou baixa alteração 

volumétrica em análise por micro-CT19. Constatou-se ainda que este cimento obturador 

apresentou citocompatibilidade para Saos-2, bioatividade celular, atividade 

antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans20, histocompatibilidade e potencial 

bioativo16.  

Os cimentos endodônticos hidráulicos à base de silicatos de cálcio pré-

manipulados e prontos para uso apresentam propriedades físico-químicas e biológicas 

semelhantes ou melhores que os cimentos endodônticos na forma de apresentação pó-

líquido21. O TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire SA, La Chaux-de-Fonds, Suíça), além 

de dois cimentos de empresas brasileiras, o Bio-C Sealer (Angelus, Londrina, PR, 

Brasil) e o Sealer Plus BC (MK Life, Porto Alegre, RS, Brasil) são exemplos de cimentos 

biocerâmicos prontos para uso. 

O TotalFill BC Sealer apresenta pH alcalino, radiopacidade e escoamento que 

atendem às especificações da ISO 687622, além de citocompatibilidade23, 

biocompatibilidade, potencial bioativo16, e atividade antimicrobiana sobre E. faecalis24. 

Apesar deste cimento ter apresentado solubilidade acima do recomendado pela ISO 

6876, a análise por micro-CT demonstrou baixa alteração volumétrica após 7 e 30 dias 

de imersão em água destilada22. É composto por óxido de zircônio, silicatos de cálcio, 

fosfato de cálcio monobásico, hidróxido de cálcio e agentes espessantes. 

O Bio-C Sealer é composto por silicato tricálcico, silicato dicálcico, aluminato 

tricálcico, óxido de cálcio, óxido de zircônio, óxido de silício, óxido de ferro e 

polietilenoglicol. O Bio-C Sealer demonstrou citocompatibilidade, bioatividade celular25, 

histocompatibilidade, potencial de induzir o reparo26, além de atividade antimicrobiana 

sobre E. faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e  Escherichia 

coli27. 

O Sealer Plus BC apresenta baixa citotoxicidade sobre L92928. Em estudo 

realizado in vivo constatou-se que este material demonstrou biocompatibilidade e 
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potencial bioativo26. Embora tenha apresentado solubilidade acima do que é 

recomendado pela ISO 6876/2012, este cimento demonstrou baixa alteração 

volumétrica, em análise por micro-CT29, além de tempo de presa, pH, liberação de 

cálcio, escoamento e radiopacidade de acordo com os padrões exigidos30. Segundo as 

especificações do fabricante, o Sealer Plus BC é composto por silicato tricálcico, silicato 

dicálcico, hidróxido de cálcio, óxido de zircônio e propilenoglicol.  

Composto principalmente por resina epóxi, o cimento endodôntico AH Plus, é 

considerado como padrão-ouro quanto às suas propriedades físico-químicas21. Assim 

sendo, este material tem sido utilizado como material de referência para avaliação de 

propriedades físico-químicas. 

Os casos de insucesso da terapia endodôntica estão associados à persistência 

de microrganismos no sistema de canais radiculares, principalmente em áreas 

inacessíveis como no interior dos túbulos dentinários31, bem como à reinfecção após 

obturação32. Nas últimas décadas os microrganismos mais comumente associados aos 

casos de infecção que resistem ao tratamento endodôntico foram C. albicans e E. 

faecalis33, sendo estes encontrados com maior frequência24. Tal fato se deve à sua 

habilidade de invadir todo o sistema de canais radiculares, e se organizarem em 

biofilme34-36. 

Devido a complexidade do sistema de canais radiculares e a presença de biofilme 

microbiano, é essencial a realização de preparo biomecânico e desinfecção 

adequados37. No entanto, apesar da variedade de soluções irrigadoras e estratégias 

mecânicas disponíveis, é impossível a completa eliminação de microrganismos deste 

complexo sistema38. Deste modo, a utilização de um cimento endodôntico que 

apresente atividade antimicrobiana pode contribuir para o combate da infecção 

endodôntica residual38-40.  

O pH alcalino apresentado pelos cimentos à base de silicatos de cálcio, 

proporciona um ambiente desfavorável à proliferação e sobrevivência bacteriana41, e 

pode ser associado a liberação de íons cálcio, a bioatividade e indução da formação de 

tecido mineralizado42,43. No entanto, apesar de poderem apresentar alguma atividade 

antimicrobiana, os cimentos à base de silicatos de cálcio não são capazes de eliminar 

microrganismos, como E. faecalis, C. albicans e Streptococcus aureus44.   

Algumas substâncias são estudadas para serem associadas aos cimentos 

endodônticos, a fim de melhorar sua ação antimicrobiana. Nambu em 198445 avaliou o 

efeito da associação de dicloridrato de clorexidina à um cimento à base de óxido de 



 18 

zinco e eugenol, e observou maior efetividade na prevenção da propagação bacteriana. 

No entanto, embora a clorexidina apresente significativa atividade antimicrobiana, ela 

promove efeito citotóxico46,47. 

O hipoclorito de cálcio Ca(OCl)2 pode ser empregado associado a diferentes 

materiais, como agente antimicrobiano16. Tradicionalmente utilizado na área industrial 

para a esterilização e tratamentos para purificação de água, o hipoclorito de cálcio 

apresenta elevada quantidade de cloro disponível em sua formulação. Seu pH alcalino 

e a liberação de cloro estão relacionados a sua atividade antimicrobiana16,48. Em 

endodontia, De almeida et.al (2014)49 constataram que a capacidade do Ca(OCl)2 em 

eliminar UFC de E. faecalis é estatisticamente semelhante a apresentada pelo 

hipoclorito de sódio (NaOCl). No estudo de Sedigh-Shams et al. (2016)50, os autores 

constataram que o Ca(OCl)2 a 5% apresentou citotoxicidade semelhante ao NaOCl a 

0,5% e foi mais eficaz que o NaOCl na eliminação de biofilme de E. faecalis. O cimento 

experimental hidráulico à base de silicatos de cálcio (ECS) associado a hipoclorito de 

cálcio demonstrou biocompatibilidade e potencial bioativo16. No entanto, ainda não 

existem estudos que tenham avaliado as propriedades físico-químicas, 

citocompatibilidade e atividade antimicrobiana deste cimento experimental em 

associação ao hipoclorito de cálcio (2%). 

Considerando o contato de um material endodôntico com os tecidos periapicais, 

é importante que sejam analisadas as propriedades físico-químicas, biológicas e 

microbiológicas de novos materiais, ou de materiais já conhecidos que possuam 

modificações em sua composição25,51. Deste modo, este estudo visa a avaliação de 

dois cimentos endodônticos biocerâmicos prontos para uso, de empresas brasileiras, 

bem como a avaliação da associação de hipoclorito de cálcio a um cimento endodôntico 

experimental à base de silicatos de cálcio e ao Bio-C Sealer, a fim de aumentar a 

atividade antimicrobiana destes. 
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2 PROPOSIÇÃO  

Os objetivos do presente estudo foram: 

2.1 Proposição Geral 

Este estudo teve como objetivo analisar dois novos cimentos endodônticos 

hidráulicos à base de silicatos de cálcio, de empresas brasileiras, bem como avaliar se 

a adição de hipoclorito de cálcio pode potencializar a atividade antimicrobiana de um 

cimento experimental à base de silicato tricálcico e do Bio-C Sealer, sem alterar de 

forma negativa suas propriedades físico-químicas e biológicas. 

2.2 Proposições Específicas 

Publicação 1: Avaliação das propriedades físico-químicas de tempo de presa, 

escoamento, radiopacidade, pH, solubilidade e alteração volumétrica de um cimento 

endodôntico biocerâmico, pronto para uso, produzido no Brasil, Bio-C Sealer (Angelus, 

Brasil), comparando-o aos cimentos TotalFill BC Sealer e AH Plus.  

Publicação 2: Avaliação do Sealer Plus BC (MK Life, Brasil), um cimento à base 

de silicatos de cálcio, pronto para uso, de uma empresa brasileira, em comparação aos 

cimentos AH Plus e TotalFill BC Sealer, por meio da análise de suas propriedades 

físico-químicas de tempo de presa, radiopacidade, escoamento, pH, solubilidade e 

alteração volumétrica, além de citocompatibilidade e atividade antibiofilme. 

Publicação 3: Avaliar, por meio de análise da atividade antimicrobiana, da 

citocompatibilidade, e das propriedades físico-químicas de tempo de presa, 

escoamento, radiopacidade, solubilidade, alteração volumétrica e pH, se a associação 

de hipoclorito de cálcio a um cimento experimental hidráulico à base de silicatos de 

cálcio e ao Bio-C Sealer possibilita aumento da atividade antimicrobiana destes 

materiais frente aos biofilmes de E. faecalis e/ou C. albicans, sem que essas 

propriedades sejam prejudicadas.  

 

 

 

 

 



 20 

3 PUBLICAÇÕES 

 

3.1 Publicação 1* 

 

Evaluation of physicochemical properties of a new calcium silicate-based 

sealer, Bio-C Sealer 

Abstract 

Introduction: Calcium silicate-based materials have been proposed as root canal 

sealers for root canal treatment. The aim of this study was to evaluate the 

physicochemical properties of a new calcium silicate-based sealer (Bio-C Sealer; 

Angelus, PR, Brazil), compared with a calcium silicate endodontic sealer (TotalFill BC 

Sealer; FKG Dentaire SA, La Chaux-de-Fonds, Switzerland) and an epoxy-resin sealer 

(AH Plus; Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany). Methods: The setting time and flow 

were evaluated based on ISO 6876 standard. The pH value was evaluated after different 

time intervals of storage in deionized water (1, 7, 14, and 21 days). Radiopacity was 

evaluated by radiographic analysis in millimeters of aluminum. Solubility and volumetric 

change were evaluated after 30 days of immersion in distilled water. Solubility was 

assessed by mass loss (%), and volumetric change was evaluated by micro-computed 

tomography imaging. The data were submitted to analysis of variance and Tukey 

statistical tests (P < .05). Results: TotalFill BC Sealer and Bio-C Sealer were similar 

regarding radiopacity, volumetric change and pH values (P > .05). Bio-C Sealer 

presented the shortest setting time, and the highest flow and solubility (P < .05). AH Plus 

showed the highest radiopacity and the lowest flow, pH, solubility, and volumetric 

change (P < .05).  Conclusions: Bio-C Sealer showed a short setting time, alkalinization 

ability, and adequate flow and radiopacity, as well as low volumetric change. However, 

this sealer had higher solubility than the rates required by ISO 6876 standard. 

 

Key Words 

Calcium silicate; endodontics; micro–computed tomography; physicochemical 

properties; root canal sealer. 

                                                 
* Artigo escrito nas normas do periódico Journal of Endodontics, no qual foi publicado 

(https://doi.org/10.1016/j.joen.2019.07.006). A política de copyright e autoarquivo de editores para esta 
revista está disponível no ANEXO A.  
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Introduction  

Root canal filling is important for the long-term success of endodontic treatment1. 

Therefore, root canal sealers should have the appropriate physical and chemical 

properties1 to achieve tridimensional sealing2. 

 AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany) is an epoxy resin–based root 

canal sealer considered the gold standard for physicochemical properties3. However, 

the main limitation of AH Plus is its absence of bioactive properties4. Bioactive materials 

favor the periapical healing process4. Therefore, new calcium silicate–based endodontic 

sealers have been developed based on their excellent biological properties5, mainly their 

bioactive potential4. Premixed ready-to-use calcium silicate–based sealers present 

biocompatibility, bioactivity, and their radiopacity and flow comply with ISO 6876:2012. 

These sealers promote high pH, allow Ca2+ ion release, and present bond strength 

similar to AH Plus3. However, high solubility is also reported for ready-to-use calcium 

silicate–based endodontic sealers3. Thus, studies evaluating the physicochemical 

properties of newly developed calcium silicate-based materials are needed before 

considering their clinical applications6. 

 TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire SA, La Chaux-de-Fonds, Switzerland) is a 

calcium silicate-based material that presents adequate physicochemical7,8 and 

biological properties8,9, as well as an antimicrobial effect9. Bio-C Sealer (Angelus, 

Londrina, PR, Brazil) is a new root canal sealer containing calcium silicates, calcium 

aluminate, calcium oxide, zirconium oxide, iron oxide, silicon dioxide and dispersing 

agent in its composition. According to its manufacturer, this sealer has biocompatibility, 

bioactivity, and high pH, radiopacity and flow values. However, there is no study in the 

literature assessing Bio-C sealer.  

 Standardized evaluation tests defined by American Dental Association (ADA) 

specification no. 5710 and International Organization for Standardization (ISO) 687611 

are available to evaluate the physicochemical properties of root canal sealers. However, 

the conventional methodologies to assess solubility and dimensional stability have some 

limitations12,13. The difference in material weight before and after immersion in water 

may not represent solubility. Some materials can absorb water even though they present 

solubility12. New methodologies using micro-computed tomography (micro-CT) imaging 

have been developed to complement the tests performed by ADA and ISO7. Solubility 

and dimensional stability can be evaluated similar to clinical conditions, by assessing 

the volumetric change of a material after immersion in a fluid14,15. 
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 The aim of this study was to evaluate the physicochemical properties of the new 

Bio-C Sealer in comparison with TotalFill BC calcium silicate-based sealer, and the gold 

standard AH Plus epoxy resin–based sealer, using conventional and micro-CT tests. 

The null hypothesis was that there would be no difference between the physicochemical 

properties of the new ready-to-use calcium silicate sealer and the already available 

epoxy resin and silicate-based sealers. 

 

Materials and Methods 

The physicochemical properties of setting time, flow, radiopacity, pH, solubility and 

volumetric change were evaluated (APPENDIX A). The endodontic sealers used in this 

study, their respective manufacturers, and their compositions and proportions are 

described in Table 1.   

 

Table 1. Endodontic sealers, their manufacturer, composition and proportion used 

Material Manufacturer Composition Proportion 

AH Plus 
Dentsply DeTrey GmbH, 

Konstanz, Germany 

Bisphenol A/F epoxy 
resin, calcium tungstate, 
zirconium oxide, silica, 

iron oxide pigments 
dibenzyldiamine, 

aminoadamantane, 
silicone oil 

1 g:1 g 
(Paste/Paste) 

TotalFill BC 
Sealer 

FKG Dentaire SA, La 
Chaux-de-Fonds, 

Switzerland 

Zirconium oxide, calcium 
silicates, calcium 

phosphate monobasic, 
calcium hydroxide, filler 
and thickening agents 

Ready to use 

Bio-C Sealer 
Angelus, Londrina, PR, 

Brazil 

Calcium silicates, calcium 
aluminate, calcium oxide, 

zirconium oxide, iron 
oxide, silicon dioxide, 

dispersing agent 

Ready to use 

 

 

Evaluation of physicochemical properties  

 

Setting Time  

Type IV plaster molds (Durone IV Salmon, Dentsply, Petrópolis, RJ, Brazil), measuring 

10 mm diameter by 1 mm high were manufactured and kept immersed in distilled water 
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for 24 hours at 37°C. Then, the molds were filled with the sealers (n = 6). The setting 

time was evaluated based on ISO 6876:2012 standard (11). A 100 g Gilmore needle 

with a 2 mm active tip was placed on the sample surface vertically. The materials were 

kept in an oven at 37°C and 95% humidity. The setting time was determined starting 

from beginning of the manipulation of the sealers up to when the marks of the needles 

could no longer be observed on the sealer surface.  

 

Flow  

The flow test was performed based on ISO 6876:2012 Standard11. After manipulation of 

the sealer, 0.05 mL of the material was placed in the center of a glass plate using a 

graduated disposable syringe (n = 10). Next, another glass plate (20 g) was placed over 

the sealer, and a 100 g load was applied centrally to the top plate for 10 minutes. After 

this period, the longest diameter and the shortest diameter of the resulting sealer disks 

were measured using a digital caliper. When a difference of less than 1 mm between 

the diameters was observed, the mean value was recorded. A second evaluation was 

made by photographing the material on the plate, alongside a millimeter ruler. The 

images obtained were also evaluated according to Tanomaru-Filho et al16. The flow area 

of the material expressed in mm² was obtained using Image Tool 3.0 software 

(University of Texas Health Science Center at San Antonio, San Antonio, TX, USA). 

 

Radiopacity  

Six specimens measuring 10 mm diameter x 1 mm thick were produced for each group. 

After the setting process, each sample was positioned on occlusal radiographic films 

(Insight-Kodak Comp, Rochester, NY, USA) and exposed close to an aluminum scale 

with variable thickness (from 2 to 16 mm, in 2-mm increments) placed centrally. An X-

ray unit (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland) operating at 60 kV, 7 mA, 0.32 

pulses per second, and a focus-film distance of 33 cm was used. The films were 

processed in a standard automatic processor (Dent-X 9000, Dent-X, Elmsford, NY, 

USA). The radiographs were digitized, and the images were imported into the Image 

Tool version 3.0 software (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA). The area of each degree 

of the aluminum scale and the area of the sealers were selected to determine the 

radiopacity of the materials, expressed as equivalent thickness of aluminum (in mm).  
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pH 

The pH values of the sealers were determined by filling polyethylene tubes (Embramed, 

São Paulo, SP, Brazil) measuring 10 mm high X 1.6 mm diameter with each material 

(n=10). Each specimen was placed in a flask containing 10 mL deionized water and 

stored at 37°C. The pH assessment was performed after 1, 7, 14, and 21 days of 

immersion. The control was based on the pH values of deionized water in which no 

samples were immersed. The pH of the solutions was analyzed at each timepoint, using 

a previously calibrated digital pH meter (Digimed, SP, Brazil). The mean pH of each 

group in each experimental period was calculated after each measurement (in triplicate). 

 

Solubility  

The solubility assessment was performed based on the method developed by Carvalho-

Junior et al17. Circular plastic molds (n = 6) measuring 1.5 mm high by 7.75 mm diameter 

were filled with the sealers, and a nylon thread was embedded in the fresh sealer 

mixture. The samples were placed between two glass plates covered with cellophane 

film. TotalFill BC and Bio-C sealers, which require moisture for setting, were assessed 

by placing two pieces of wet cloth between the mold and the glass plates, as described 

by Tanomaru-Filho et al7. This unit was kept at 37°C and relative humidity three times 

longer than the duration of their setting time. The test specimens were removed from 

the molds, kept in a desiccator, and weighed on a precision balance (Adventurer 

AR2140, Ohaus Corporation, Parsippany, NJ, USA), until stabilization of the initial mass. 

Then, they were placed in closed plastic flasks containing 7.5 mL of distilled water, and 

kept in an oven at 37°C for 30 days. The nylon threads allowed the sample to be 

immersed in distilled water without touching the flask walls during the experimental 

period. After 30 days, the samples were placed in a desiccator and then reweighed until 

stabilization of the mass, to obtain their final weights. Solubility was obtained by 

calculating the weight loss after immersion and expressed in percentage terms.  

 

Volumetric change  

Specimens 7.75 mm diameter by 1.5 mm high (n = 6) were prepared and kept in an 

oven at 37ºC and relative humidity for 3 times longer than their setting time. Then, the 

samples were kept in a desiccator for 24 hours and scanned by SkyScan 1176 micro-

CT (Bruker-MicroCT, Kontich, Belgium). The scanning parameters were as follows: 80 

kV voltage, 300 μA current, 18 μm voxel size, copper and aluminum (Cu + Al) filter, and 
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360° rotation. Afterwards, the samples were immersed in plastic flasks containing 7.5 

mL of distilled water, and kept in an oven for 30 days. The position of the specimens in 

the flask was changed after 15 days to allow contact of both sealer surfaces with the 

water for the same amount of time. After the experimental period, the samples were 

placed in a desiccator for 24 hours and scanned again. The reconstruction of the images 

was performed using NRecon software (V1.6.10.4; Bruker-MicroCT, Kontich, Belgium). 

The correction parameter for smoothing, beam hardening, and ring artefacts was 

defined for each material. The same parameters were used for the same material at the 

different timepoints.  The reconstructed images were superimposed on the different 

timepoints using the Data Viewer software (V1.5.2.4; Bruker-MicroCT, Kontich, 

Belgium). CTAn software (V1.15.4.0; Bruker-MicroCT, Kontich, Belgium) was used for 

quantitative analysis of the samples, allowing the total volume of material to be 

calculated in mm³. The volumetric change between the baseline and the experimental 

period was then calculated.   

 

Statistical Analysis 

The normality of the data was tested using the Shapiro-Wilk test. Statistical analysis was 

performed with ANOVA and Tukey parametric tests. The level of significance was set at 

P < .05. 

  

Results 

The results are represented in Tables 2 and 3. Bio-C Sealer had the shortest setting 

time, followed by AH Plus and TotalFill BC Sealer (P < .05). Bio-C Sealer showed the 

highest flow, and AH Plus had the lowest in both analyses (mm and mm²) (P < .05). AH 

Plus showed the highest radiopacity, and the lowest solubility and volumetric change (P 

< .05). The solubility rate was higher for Bio-C Sealer (P < .05); however, Bio-C Sealer 

and TotalFill BC Sealer had similar volumetric change (P > .05).  

The pH was higher for TotalFill BC Sealer, followed by Bio-C Sealer after 1 day (P 

< .05). No statistically significant difference was observed between TotalFill BC Sealer 

and Bio-C Sealer in the other experimental periods (P > .05). AH Plus was similar to the 

control group (P > .05). 

 



 26 

Table 2. Setting time, flow, radiopacity, solubility, and volumetric change observed in 

the different root canal sealers (mean and standard deviation) 

 AH Plus TotalFill BC  Bio-C Sealer 

Setting time (min) 385.0 (±4.5)b 582.2 (±21.5)a 220.0 (±12.7)c 

Flow (mm) 21.3 (±1.1)c 24.7 (±0.8)b 31.2 (±1.3)a 

Flow (mm²) 409.2 (± 108.6)c 537.4 (±45.0)b 868.4 (±34.9)a 

Radiopacity (mmAl) 9.2 (±0.5)a 6.1 (±0.7)b 5.5 (±0.6)b 

Solubility (% mass loss) 0.2 (0.4)c 10.6 (3.2)b 17.9 (2.5)a 

Volumetric change (%) -0.4 (0.2)b -1.9 (1.0)a -0.9 (0.6)a 

Negative values in the volumetric change test indicate volume loss.  
Different letters on the same line indicate statistically significant differences (P < .05) 

 

 

Table 3. pH values (mean and standard deviation) observed in the different 

experimental periods (1, 7, 14 and 21 days) 

 AH Plus TotalFill BC  Bio-C Sealer Control 

1 day 6.66 (± 0.24)c 10.38 (± 0.19)a 9.65 (± 0.17)b 6.51 (± 0.32)c 

7 days 6.12 (± 0.37)b 10.23 (± 0.52)a 9.74 (± 0.53)a 6.53 (± 0.30)b 

14 days 6.53 (± 0.37)b 10.24 (± 0.43)a 9.90 (± 0.95)a 6.52 (± 0.27)b 

21 days 6.23 (± 0.24)b 9.68 (± 0.89)a 9.18 (± 1.01)a 6.43 (± 0.38)b 

 Different letters on the same line indicate statistically significant differences (P < .05) 
 

 

Discussion 

Successful endodontic treatment outcome is achieved by appropriate sealing of the root 

canal filling materials5. A new generation of bioceramic endodontic sealers has been 

developed using calcium silicate6. The main advantages of bioceramic materials are 

related to their physical and biological properties. Bioceramics are biocompatible, 

nontoxic, and chemically stable within the biological environment18.  

 The physicochemical properties of root canal sealers should be evaluated by 

means of standardized methodologies defined by ADA Standard 5710 and ISO 687611. 

The setting time of endodontic sealers should allow enough time for the material to be 
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placed in the root canals19. However, prolonged setting time is considered a critical issue 

in clinical application20. The current study showed that TotalFill BC Sealer had the 

longest setting time, followed by AH Plus, corroborating a previous study7. Bio-C Sealer 

had the shortest setting time.  

 Flow is an important property for root canal filling21. This property allows the 

sealer to penetrate into the irregularities of root canal systems22. All the sealers 

evaluated presented flow rates in compliance with ISO 6876 Standard, corroborating 

previous studies7,23. However, Bio-C Sealer presented the highest flow rate.  

 The relative radiopacity of root filling materials is essential for assessing the root 

canal filling19, and for distinguishing the material from the surrounding anatomical 

structures24. In the present study, the endodontic sealers met the ANSI/ADA 

requirements10. AH Plus showed the highest radiopacity. TotalFill BC Sealer and Bio-C 

Sealer presented similar radiopacity. This can most likely be explained by the presence, 

quantity and proportion of radiopacifying agents in each material18. The radiopacity 

results of TotalFill BC Sealer and Bio-C Sealer were significantly lower than that of AH 

Plus, probably because calcium silicate-based sealers have zirconium oxide in their 

composition, whereas AH Plus contains not only zirconium oxide, but also calcium 

tungstate18. 

 Solubility indicates the loss of material mass when immersed in water19. Root 

canal sealers should present solubility less than 3% 10,11, in order to maintain their 

sealing ability and avoid reinfection25. Our results showed that only AH Plus complied 

with the ADA10 and ISO Standards11. The low solubility of AH Plus may be attributed to 

the strong cross-links in epoxy resin-based materials26. On the other hand, calcium 

silicate-based sealers have shown high solubility after immersion in water, compared 

with the standard resin-based sealers6. This high solubility can be explained by the 

hydrophilic nanosized particles that increase their surface area and allow more liquid 

molecules to come into contact with the sealer27.  

 Although the high solubility of calcium silicate-based sealers can be considered 

a disadvantage, their bioactive potential is a consequence of the solubility of these 

materials even after setting25. Moreover, the solubility of calcium silicate–based sealers 

can be explained by the release of OH− and Ca2+ ions28, thus corroborating our results 

regarding the alkaline pH for TotalFill BC Sealer and Bio-C Sealer, and low solubility 

and pH values for AH Plus. An alkaline environment may play a positive role in apical 

healing, thus contributing to the formation of mineralized tissues29. The effects of 
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alkaline materials (i.e. calcium hydroxide, mineral trioxide aggregate, and other alkaline 

materials) used as root canal dressings or as filling materials, on the mechanical 

properties of radicular dentin are not conclusive, and require further investigation30. On 

the other hand, bioceramic sealers has been associated with the penetration of sealers 

into the dentin tubules31. This better penetrability observed for calcium silicate-based 

sealers may be favorable for root canal sealing32.  

 The conventional solubility test may not be appropriate to evaluate materials that 

absorb water12,33. Calcium silicate-based sealers require moisture in order to set, and 

have a reaction to hydration34. The solubility of these materials could have been 

overestimated in the drying process when determining the final mass, considering that 

the water not incorporated during hydration may evaporate in the desiccator, interfering 

in the result observed for the real mass loss33. It is worth noting that ISO 4049 may be 

applied to include the procedures for testing both sorption and solubility35. Considering 

that solubility of materials can not represent absence of volumetric stability, 

methodologies using micro-CT can be applied to complement the evaluation of 

materials7,14,15. Our results showed that TotalFill BC Sealer and Bio-C Sealer had a 

volumetric change below 2%, even though they showed solubility above 10%. Previous 

studies also showed low volumetric changes for sealers presenting a large mass loss7,14. 

The volumetric change tests performed using micro-CT can complement the solubility 

analysis of calcium silicate-based root canal sealers7 in a more clinical setting14,15.  

 Bio-C Sealer is a new sealer available on the market. More research is required 

before this sealer can be recommended for clinical application. Based on our results, 

the authors concluded that Bio-C Sealer has a short setting time, alkalinization ability, 

and adequate flow and radiopacity. Although Bio-C Sealer did not meet the ISO or 

American National Standards Institute/ADA protocols regarding solubility, this sealer 

showed low volumetric change.  
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3.2 Publicação 2* 

 

Physicochemical properties, cytocompatibility and antibiofilm activity of a new 

calcium silicate sealer  

Abstract   

The aim of this study was to evaluate the physicochemical properties, cytocompatibility 

and antibiofilm activity of a new calcium silicate-based endodontic sealer, Sealer Plus 

BC (MK Life, Brazil), in comparison with TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire SA, 

Switzerland) and AH Plus (Dentsply, Germany). Setting time and flow were evaluated 

based on ISO 6876 standard. The pH was evaluated after different periods, and 

radiopacity by radiographic analysis (mmAl). Solubility (% mass loss) and volumetric 

change (by micro-CT) were assessed after 30 days of immersion in distilled water. 

Cytocompatibility was assessed by methyltetrazolium (MTT) and neutral red (NR) 

assays, after exposure of Saos-2 cells to the sealer extract for 24 h. An additional 

analysis was performed by using MTT assay after 1, 3 and 7 days of exposure of Saos-

2 to the sealers 1:8 dilution extracts. Antibiofilm activity against Enterococcus faecalis 

and/or Candida albicans was evaluated by crystal violet assay and modified direct 

contact test. The physicochemical properties were analyzed using ANOVA/Tukey tests; 

MTT and NR data were analyzed by ANOVA and Bonferroni tests; the antimicrobial 

tests were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunn tests (α=0.05). Sealer Plus BC had 

proper setting time, radiopacity, flow and alkalization capacity. Sealer Plus BC was 

significantly more soluble than AH Plus (p<0.05) and presented volumetric change 

similar to AH Plus and TotalFill BC (p>0.05). Sealer Plus BC presented antibiofilm 

activity and no cytotoxic effect. In conclusion, although Sealer Plus BC had higher 

solubility, this sealer showed proper physicochemical properties, cytocompatibility, and 

antibiofilm activity.  

 

Key Words: Biofilms, Calcium Silicate, Materials Testing, Physicochemical Analysis, 

Root Canal Obturation. 

 

                                                 
* Artigo escrito nas normas do periódico Brazilian Dental Journal, ao qual foi submetido e aceito para 
publicação. A política de copyright e autoarquivo de editores para esta revista está disponível no 
ANEXO B 
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Introduction   

An adequate filling of the root canal may prevent its reinfection, acting as a barrier 

against microorganisms and fluids of the periapical tissue (1), avoiding their 

permanence in the root canal system after endodontic therapy, which is associated with 

treatment failure (2). Therefore, since root canal sealers play an important role for 

success of root canal treatment (3), these materials should present volumetric stability 

(4) and antimicrobial activity (2, 5). The development of bioceramic and the introduction 

of new calcium silicate–based endodontic materials contribute to a better prognosis of 

endodontic treatment (3).  

Premixed, ready-for-use bioceramic endodontic sealers have been developed 

showing adequate biological and physicochemical properties, with similar or better 

results than conventional endodontic materials (6). TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire 

SA, La Chaux-de-Fonds, Switzerland) is a root canal sealer containing calcium silicates 

with proper biological and physicochemical properties (7) besides antimicrobial effect 

(5). AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany) is an epoxy resin-based 

sealer considered as gold standard to comparison with new root canal sealers (4). 

  The main advantage of AH Plus in comparison with calcium silicate-based 

sealers is its low solubility (6). However, the conventional test used to evaluate this 

property may not reproduce a clinical condition (4). Microcomputed tomography (micro-

CT) has been used to evaluate root canal sealer properties (4, 7). As a 3D non-

destructive technique, micro-CT results in volumetric reconstruction allowing to measure 

variables on the same specimen before and after experimental periods (8). This imaging 

method allows to evaluation of solubility and dimensional changes of root canal sealers 

after immersion in a fluid by means of the assessment of the volumetric change of the 

materials (1, 7, 9). The volumetric change test is more appropriate to assess materials 

with fluid uptake, such as the calcium silicate-based sealers (1, 7, 9). 

 Recently, a new calcium silicate-based sealer, Sealer Plus BC (MK Life, Porto 

Alegre, RS, Brazil) was developed. This material has proper physicochemical 

properties, except for a high solubility (10). Sealer Plus BC also showed low cytotoxicity 

and more biocompatibility than MTA Fillapex (Angelus, Londrina, PR, Brazil) and AH 

Plus (11). However, there are no studies considering the antimicrobial properties of 

Sealer Plus BC, and there is no evaluation of the volumetric change of this material after 

immersion in distilled water for 30 days.  
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       The aim of this study was to evaluate physicochemical properties (pH, setting 

time, radiopacity, flow, solubility and volumetric change), cytocompatibility and 

antibiofilm activity of calcium silicate-based sealers (TotalFill BC and Sealer Plus BC) in 

comparison with an epoxy resin-based sealer (AH Plus). The null hypothesis was that 

there is no difference between the sealers in the evaluated physicochemical properties, 

cytocompatibility and antibiofilm activity against E. faecalis and/or C. albicans.  

 

Materials and Methods 

The endodontic sealers and their respective manufacturers, composition and 

proportion used are described in Table 1. 

 

Table 1 - Endodontic sealers, their manufacturer, composition and proportion used 

Material Manufacturer Composition Proportion 

Sealer Plus BC 

 

MK Life, Porto Alegre, RS, 

Brazil 

Zirconium oxide, tricalcium 

silicate, dicalcium silicate, 

calcium hydroxide, and propylene 

glycol. 

Ready to use 

TotalFill BC FKG Dentaire SA, La 

Chaux-de-Fonds, 

Switzerland.  

Zirconium oxide, calcium 

silicates, calcium phosphate 

monobasic, calcium hydroxide, 

filler and thickening agents. 

Ready to use 

AH Plus Dentsply DeTrey GmbH, 

Konstanz, Germany.  

Bisphenol A/F epoxy resin, 

calcium tungstate, zirconium 

oxide, silica, iron oxide pigments 

dibenzyldiamine, 

aminoadamantane, silicone oil. 

1 g: 1 g 

(Paste/Paste) 

 

Physicochemical properties 

The physicochemical properties of setting time, radiopacity, flow, pH, solubility and 

volumetric change were evaluated (APPENDIX A). 

 

Setting time  

Plaster models with cavities 10 mm in diameter and 1 mm deep (n = 6) were 

manufactured as recommended by ISO 6876:2012 (12) to assess the setting time of 

materials which need moisture for setting. Although AH Plus is an epoxy resin-based 
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sealer, a previous test showed values similar to those obtained by evaluating this sealer 

in metal rings. Therefore, in order to standardize the assessment, type IV plaster molds 

(Dentsply, Petrópolis, Rio de Janeiro, Brazil) were manufactured based on a previous 

study (9). The molds were kept immersed in distilled water for 24 hours at 37ºC before 

the test (12). Then, the cavities were filled with the sealers. A Gilmore needle with mass 

of 100 ± 0.5 g and diameter of 2 ± 0.1 mm was used. The molds with the sealers were 

kept in an oven (37 ± 1 °C, 95 ± 5% relative humidity). The setting time was considered 

as the time when the marks of needle could not be observed on the sealer surface. 

Radiopacity 

Specimens (10 mm in diameter and 1 mm height) were made (n = 6 per group). 

Each specimen was positioned on occlusal radiographic films (Insight-Kodak Comp, 

Rochester, NY, USA) and exposed, along with an aluminium step wedge with variable 

thickness (from 2 to 16 mm, in 2-mm increments). An X-ray unit (Instrumentarium 

Dental, Tuusula, Finland) operating at 60 kV, 7 mA, 0.32 pulses per second, and focus-

film distance of 33 cm was used. The films were processed and digitized. The images 

were imported to the Image Tool 3.0 software (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA); an 

equal-density tool was used to identify equal-density areas in the radiographic images. 

The values recorded for each material were averaged to obtain a single value in mmAl.  

Flow 

The flow test was realized in accordance with ISO standard 6876:2012 (12). After 

manipulation, 0.05 ± 0.005 mL of the sealer was placed on a glass plate (n = 10 per 

group). At 180 ± 5 seconds after initiating the manipulation, another glass plate (20 g) 

was placed on the plate with the sealer, and a 100 g weight was put on the top plate, 

and kept there for 10 minutes. The maximum and minimum diameters of the material on 

glass plate were measured. When a difference of less than 1 mm between the diameters 

was observed, the mean value was recorded. A second analysis was made by 

photographing the material on the plate alongside a millimetre ruler. The images were 

imported to the Image Tool 3.0 software and the area of flow of the material was 

expressed in mm². 

pH  

Polyethylene tubes measuring 10 mm length and 1.6 mm diameter were filled 

with freshly sealer (n = 10 per group). The tubes were immersed in plastic flasks 
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containing 10 mL of deionized water. The flasks were closed and kept in an oven at 37º 

C. pH measurements were made after time intervals of 1, 7, 14, and 21 days. The 

solutions pH was analysed at each period using a previously calibrated digital pH meter 

(Digimed, São Paulo, SP, Brazil). The mean pH value (in triplicate) in each experimental 

period was calculated. 

Solubility 

Solubility evaluation (n = 6) was performed based on previous studies (4, 7, 9).  

Specimens measuring 1.5 mm high and 7.75 mm in diameter were manufactured (13). 

A nylon thread was inserted in the fresh sealer and the molds were kept at 37°C and 

95% humidity for three times the setting time of sealers (7, 9). The sealers were removed 

from the molds and weighed on a balance (Adventurer - Ohaus, Model AR2140 - 

Indústria de Balanças Ltda., São Bernardo do Campo, SP, Brazil). Then, each specimen 

was placed in a closed plastic flask containing 7.5 mL of deionized water (2, 6, 9). The 

sealers were attached to the containers with nylon threads and kept in an oven at 37°C 

for 30 days (4, 7, 9). After this period, they were washed in distilled water, and placed in 

a dehumidifier containing silica until the mass stabilization. Mass was measured before 

and after the samples were immersed in distilled water, and every 24 hours thereafter, 

until the mass stabilization (approximately 7 days). The difference between the initial 

and final weights was recorded as the materials solubility. This difference in mass was 

transformed into a percentage based on the initial weight (% mass loss).  

Volumetric change 

This test was performed based on a previous study (9). The specimens (n = 6) 

were prepared with the same dimensions as those used for the solubility test, but with 

no nylon thread. After setting, the sealers were scanned by micro-computed tomography 

SkyScan 1176 (Bruker-MicroCT, Kontich, Belgium). After initial scanning, the sealers 

were immersed in plastic flasks containing 7.5 mL of distilled water and were kept in an 

oven for 30 days. After 15 days, the position of the sealers in the flask was changed in 

order to allow the contact with the water in both superficies of the sealer for the same 

time. Then, the sealers were placed in a desiccator containing silica for 24 hours and 

scanned again. The scanning parameters for all materials evaluated were: voltage of 80 

kV, 300 μA current, at 18 μm voxel size, copper and aluminium (Cu + Al) filter and 360° 

rotation. These settings were based on Zordan-Bronzel et al. (9) and confirmed an initial 

test.  The reconstruction of the images was performed using NRecon software 
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(V1.6.10.4; Bruker-MicroCT, Kontich, Belgium). The correction parameters for 

smoothing, beam hardening, and ring artefacts were defined for each sealer. The 

parameters for Sealer Plus BC and TotalFill BC Sealer that have similar composition 

were: 1 for smoothing, 61 for beam hardening correction and 1 for ring artefacts 

correction; and for AH Plus were 1 for smoothing, 21 for beam hardening correction and 

1 for ring artefacts correction. The reconstructed images were superimposed using the 

Data Viewer software (V1.5.2.4; Bruker-MicroCT, Kontich, Belgium). The 3D images 

were used for quantitative analysis of the samples, allowing the total volume of sealer 

to be calculated in mm³ by CTAn software (V1.15.4.0; Bruker-MicroCT, Kontich, 

Belgium). The volumetric change between the baseline and the experimental period was 

calculated. 

 

Cell viability assays 

Cell viability (APPENDIX C) was evaluated by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) and neutral red (NR) assays (14). Human 

osteoblast-like cells, Saos-2 (ATCC HTB-85), were cultivated in T-75 flasks (Jet Biofil, 

Guangzhou, China), containing DMEM (Dulbecco modified medium; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco/Invitrocell, 

Life Technologies, Grand Island, NY, USA), penicillin (100 IU/mL), and streptomycin 

(100 µg/mL), until confluence. AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany) was 

used as the reference material. For the preparation of extracts, 0.5 g of each evaluated 

sealer was placed in the bottom of empty wells of 12-well culture plates. The plates were 

stored at 37 °C, 95% humidity and 5% CO2, for 24 hours, until the complete setting of 

the materials. After this period, the plates were exposed to ultraviolet light to prevent 

contamination. Then, 5 mL of DMEM serum-free was added in each of the plate wells. 

The plates were kept at 37°C for 24 hours, in 95% humidity and 5% CO2. Then, the 

dilutions of the sealer extracts were prepared (1:1, 1:2; 1:4; 1:8, 1:16 and 1:32). 

MTT assay 

Saos-2 cells were plated (1 x 105 cells mL-1) in 96-well plates (Jet Biofil) 

containing DMEM supplemented with 10% FBS (Gibco), penicillin (100 IU/mL), 

streptomycin (100 µg/mL). Cells were cultured for 24 hours at 37 °C, 95% humidity and 

5% CO2 before exposure to the materials. Saos-2 were exposed to sealer extracts at 

1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 and 1:32 dilutions, negative control (serum-free DMEM) and the 
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positive control, 20% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 24 hours, according to ISO 10993 

(15). Additionally, the viability of cells (1 x 104 cells mL-1)  exposed to the sealer extracts 

in the 1:8 dilution was analyzed through MTT assay performed for the experimental 

periods of 1, 3 and 7 days. The extracts were renewed every 48 hours. Immediately 

after each trial period, the medium was replaced with 100 µL of MTT 5 mg mL-1 solution 

(Sigma-Aldrich) and the plates were incubated for 3 h. Isopropanol (100 μL) acidified to 

0.04 N (Sigma-Aldrich) was added. Optical density was measured at 570 nm in a 

spectrophotometer UVM 340 (ASYS, Nova Analítica, São Paulo, SP, Brazil). Three 

independent experiments were performed in triplicate for each experimental group, and 

the mean of each experiment was used in the statistical analysis (n = 3 per group). 

Neutral red (NR) assay 

The same procedures described in the MTT assay were performed. After 24-hour 

exposure of cells to the sealer extracts, the extracts were replaced with 100 µL of DMEM 

containing 50 μg NR mL-1 (Sigma-Aldrich) and the plates were incubated for 3 hours. 

The colorimetric product was solubilized in solution (50% ethanol and 1% acetic acid) 

(Sigma-Aldrich). Optical density was measured in a spectrophotometer at 570 nm. 

Three independent experiments were performed in triplicate for each experimental 

group, and the mean of each experiment was used in the statistical analysis (n = 3 per 

group). 

 

Antibiofilm activity  

Crystal violet assay 

The action against the biomass of mono- and dual-species biofilms of E. faecalis 

(ATCC 29212) and/or C. albicans (ATCC 10231) was evaluated by violet crystal assay 

(APPENDIX B). The biofilms (adjusted to 1 x 108 CFU mL-1) were formed in 96-well 

plates for 72 hours (E. faecalis) and 48 hours (C. albicans and dual-species biofilms), 

with Tryptic soy broth – TSb culture medium (Difco Detroit, MI, USA) supplemented with 

D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich) for E. faecalis; and in Brain Heart Infusion – BHI (Difco) 

culture medium for C. albicans and dual-species biofilms. The sealers were manipulated 

and placed in contact with 2 mL of saline solution, in an oven, at 37°C for 48 hours to 

obtain the extracts. After biofilm formation, the wells were washed three times with 200 

µL of PBS 1x (pH 7.2) and 200 µL of the extracts were applied in each well (n = 8 per 

group), and incubated at 37°C for 24 hours. After this time, the extracts were removed 
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and each well was washed with PBS 1x. The plates were dried at room temperature for 

24 hours. Afterwards, the wells were stained with 200 µL of 0.1% crystal violet solution 

(Synth, Diadema, SP, Brazil) at room temperature for 20 minutes. The excess stain was 

rinsed by washing with distilled water. The plates were dried at room temperature and 

the dye linked to the adherent cells was solubilized with 200 µL of 33% acetic acid. To 

quantify the biofilm biomass remaining after treatment, the absorbance was measures 

(590 nm). For the positive control (PC), saline solution was used, and the negative 

control was sterile culture medium. Data were expressed in percentage of biomass 

reduction. 

 

Modified direct contact test (MDCT) 

The modified direct contact (APPENDIX C) test was performed based on 

previous studies (2, 14). Sterilized bovine root dentine slices (n = 6 per group) with a 

size of 5 mm x 5 mm x 0.7 mm (width x length x thickness) were submersed in TSb 

(2 mL) containing 1% of the inoculum of E. faecalis (1 x 108 CFU mL-1), in 24-well culture 

plates. The plates were kept in a microaerophilic environment for 14 days. Disks of each 

sealer were made, measuring 7 mm in diameter x 1 mm in internal thickness, which 

were kept in an oven at 37 ° C and controlled humidity for 48 hours. Then, the disks of 

each sealer were placed on dentine slices containing the formed biofilm. In the positive 

control group, a teflon disc was used. Time of contact was 15 hours. The dentine slices 

were placed individually in microtubes containing 1 mL of saline solution and glass 

pearls, and they were agitated in a vortex for 1 minute (Model Q220, Quimis Aparelhos 

Científicos Ltda., Diadema, SP, Brazil). Afterwards, serial decimal dilution was 

performed, and the antibiofilm activity of the sealers was assessed by a colony-forming 

unit (CFU) counting method. The data were submitted to logarithmic transformation 

(log10). 

 

Statistical analysis 

All data was analysed with the GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La 

Jolla, CA, USA) statistical software package. Physicochemical data were analysed by 

one-way analysis of variance (ANOVA) and post hoc Tukey’s tests. Cell viability were 

analyzed by two-way ANOVA test with Bonferroni correction. The antimicrobial tests 

were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunn tests (α=0.05). 
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Results  

The results of physicochemical properties are represented in Table 2. Setting 

time of Sealer Plus BC was shorter than TotalFill BC and AH Plus (p<0.05). Sealer Plus 

BC presented proper radiopacity and greater flow by area analysis. Sealer Plus BC 

presented similar flow to TotalFill BC (diameter analysis). At 1 day, the pH values were 

greater for TotalFill BC, followed by Sealer Plus BC (p<0.05). No difference was 

observed between TotalFill BC and Sealer Plus BC in the other periods (p>0.05). AH 

Plus was similar to control (distilled water) at all periods (p>0.05). Solubility was greater 

for TotalFill BC when compared with other sealers (p<0.05). AH Plus had the lowest 

solubility (p<0.05). Regarding volumetric change, all sealers had a volume decrease. 

Sealer Plus BC had similar values than other sealers (p>0.05). 

 
Table 2 - Mean and standard deviation of setting time, radiopacity, flow, pH, solubility, 

and volumetric change observed in the different root canal sealers. 

Tests AH Plus TotalFill BC Sealer Plus BC Control (H2O) 

Setting time (min) 383.8 (±5,31)b 580.2 (±21.74)a 195.0 (±24.29)c ----- 

Radiopacity (mmAl) 9.11 (±0.49)a 6.09 (±0.80)b 4.17 (±0.28)c ----- 

Flow (mm) 20.99 (±0.86)b 24.92 (±1.31)a 25.60 (±1.08)a ----- 

Flow area (mm2) 402.9 (±98.62)c 525.1 (±47.25)b 695.6 (±67.90)a ----- 

pH 

1 day 6.49 (±0.11)c 10.46 (±0.20)a 9.83 (±0.31)b 6.35 (±0.29)c 

7 days 6.17 (±0.71)b 10.27 (±0.56)a 9.76 (±0.68)a 6.74 (±0.14)b 

14 days 6.60 (±0.35)b 10.50 (±0,51)a 9.66 (±0.74)a 6.27 (±0.33)b 

21 days 6.11 (±0.26)b 9.65 (±0.93)a 9.98 (±0.57)a 6.51 (±0.45)b 

Solubility 
(% mass loss) 

0.33 (±0.20)c 10.09 (±2.58)a 4.71 (±1.27)b ----- 

Volumetric change (%) -0.41 (±0.20)b -1.98 (±1.09)a -1.19 (±0.56)ab ----- 

Different letters on the same line indicate statistically significant difference (p<0.05). 

 

In the MTT assay, Sealer Plus BC in the 1:1 and 1:2 dilutions had significantly 

lower cell viability (51.14% and 84.53%, respectively) compared to the other sealers and 

the negative control (p<0.05) (Figure 1). NR assay revealed that AH Plus, Sealer Plus 

BC and TotalFill BC had no cytotoxic effects on Saos-2 cells, as cell viability not 

significantly different when compared to the negative control (p>0.05) (Figure 1).  In the 

periods of 1 and 7 days (Figure 2), Sealer Plus BC showed greater cell viability in 

comparison to the control group (p<0.05).  
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Figure 1 - Saos-2 cell viability evaluated by MTT (a) and NR (b) assays, after 24 hours of 
exposure to AHP, SPBC and TFBC sealers extracts at 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 and 1:32 dilutions, 
serum-free culture medium (negative control), and 20% DMSO (positive control). Bars with 
different letters represent significant differences between sealers (in each dilution), negative 
control and positive control (p<0.05). AHP- AH Plus; SPBC- Sealer Plus BC; TFBC- TotalFill BC 
Sealer; NC- negative control; PC- positive control.  
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Figure 2 - Saos-2 cell viability evaluated by MTT assay after exposure to AHP, SPBC, TF at 1:8 
dilution and serum-free culture medium (negative control), for the time intervals of 1, 3 and 7 
days. Bars with different letters represent significant differences between sealer extracts and 
negative control in each period. AHP- AH Plus; SPBC- Sealer Plus BC; TF, TotalFill BC Sealer; 
C, negative control. 

 

In the crystal violet assay, Sealer Plus BC and TotalFill BC had significantly 

greater antibiofilm activity against E. faecalis biofilm when compared to AH Plus 

(p<0.05), without difference between them (p>0.05). Sealer Plus BC was more effective 

against C. albicans (p<0.05). No significant difference in the biomass reduction was 

observed amongst the sealers (p>0.05) against dual-species biofilm (Table 3). In the 

MDCT (Table 4), TotalFill BC was more effective than other sealers, followed by Sealer 

Plus BC (p<0.05). No significant difference was observed amongst AH Plus and positive 

control (p>0.05). 

 

Table 3 - Mean and standard deviation of percentage biomass reduction after 24 hours 

in contact with sealer extracts (48 hours) with mono- and dual-species biofilms of E. 

faecalis and/or C. albicans 

Strain AH Plus TotalFill BC Sealer Plus BC 

E. faecalis 15.90 (±4.1)b 52.48 (±6.8)a 57.54 (±4.2)a 

C. albicans 12.20 (±4.8)c 52.31 (±6.5)b 71.88 (±4.9)a 

Dual-species 21.43 (±3.5)a 14.61 (±6.3)a 21.37 (±3.5)a 

Different letters on the same line indicate statistically significant difference (p<0.05).  
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Table 4 - Mean and standard deviation of antimicrobial activity of the materials 

evaluated, expressed in CFU mL-1 for modified direct contact test on E. faecalis biofilm, 

after 15 hours of contact 

  AH Plus TotalFill BC Sealer Plus BC Positive control 

CFU mL-1 7.413 (±0.09)a 4.789 (±0.44)c 5.814 (±0.53)b 7.583 (±0.27)a 

Different letters on the same line indicate statistically significant difference (p<0.05). 

 

 

Discussion  

Based on the obtained results, our null hypothesis was partially rejected since in 

general the sealers showed different physicochemical properties. Overall, both calcium 

silicate-based materials were associated with flow, solubility and pH greater than AH 

Plus. However, some differences were also observed between TotalFill BC and Sealer 

Plus BC. The new sealer when compared to TotalFill BC has shorter setting time, better 

flow when evaluating in mm², lower solubility, and its volumetric change was similar to 

AH Plus. 

Regarding the setting time of the sealers, our results agree with previous studies 

that observed shorter setting time to AH Plus when compared with TotalFill BC (7). AH 

Plus also showed longer setting time than Sealer Plus BC (10). However, the values of 

the setting time of AH Plus and Sealer Plus BC differ from those obtained in a previous 

study (10). This difference may be related to the fact that the present study evaluated 

the setting time according to ISO 6876:2012, while Mendes et al. (10) evaluated the 

setting time according to ASTM C266-03 (16). ISO 6876 considers setting time as the 

time from the end of sealers mixing until the moment when the marks of the Gilmore 

needle could not be observed on the sealer surface (12). ASTM C266 in addition to 

recommending the evaluation of initial setting time and final setting time, considers that 

the initial setting time is the time between the initial contact of the sealer and the liquid, 

and the time when the initial Gilmore needle does not leave a complete circular 

impression on the surface of the cement (16). Another difference between these 

methods is related to the Gilmore needle used. ISO 6876 recommends the use of a 

Gilmore needle with a mass of 100 ± 0.5 g and diameter of 2 ± 0.1 mm (12, 17), while 

ASTM C266 recommends the use of a Gilmore needle with a mass of 113.4 ± 0.5 g and 

diameter of 2.12 ± 0.05 mm (16). Although Sealer Plus BC has the shortest setting time, 

this time is adequate for its clinical applicability.  
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According to ISO 6876 standard (12), the radiopacity of a root canal filling 

material should be greater than 3 mm Al. This property is important in order to distinguish 

the sealer from the anatomical structures (10). The flow ability of root canal sealer allows 

sealer to penetrate into the irregularities, isthmus and ramifications of root canal system 

(18). Moreover, the obturation should provide filling of the irregular areas of the root 

canal (19). All the evaluated sealers presented radiopacity and flow in accordance to 

the ISO standard, in agreement with previous studies (7, 10).  

Solubility and pH after long periods are evaluated to analyze the behaviour of 

sealers over time (2, 9). The alkalinization ability contributes to the repair process by 

mineralized tissues (17). The pH and solubility of cements can be related, since solubility 

can contribute to the release of hydroxyl ions (18). Calcium silicate sealers promoted 

high pH and high solubility. This result may be related to the hydrophilic property of 

materials based on calcium silicate, which present greater solubility when evaluated by 

immersion in water. The alkaline pH is explained by the release of OH− and Ca2+ ions 

and can play an important role in the repair of periapical tissues (19). AH Plus did not 

promote an increase in pH as observed for epoxy resin-based materials (18). AH Plus 

is hydrophobic and has no water absorption; consequently, its solubility is significantly 

lower (20). 

Sealer Plus BC and TotalFill BC Sealer have a similar composition. Although the 

high solubility of Sealer Plus BC and TotalFill BC Sealer may appear to be a 

disadvantage of calcium silicate-based sealers (19), the tests available considering only 

mass loss after immersion in water may be inadequate for evaluating these materials 

(20). In order to compensate the limitations of conventional tests, micro-CT have been 

proposed as an alternative to evaluate solubility and dimensional changes of sealers by 

means of the volumetric change of the materials after immersion in a fluid (1, 7). Our 

findings showed that even with greater values of mass loss, TotalFill BC and Sealer Plus 

BC showed low volumetric reduction. So, we can assume that the solubility of these 

sealers could be compensated by their fluid absorption, resulting in a volumetric stability 

(1). These results suggest that volumetric change test present more similarities with 

clinical performance of root canal sealers (7). 

Cell viability after exposure to the different dilutions of sealer extracts was 

evaluated by MTT and NR assays in human Saos-2 osteoblast cells (14). Benetti et al. 

(20) observed that the Sealer Plus BC extract (at 1:50 dilution) had higher 

cytocompatibility on L929 fibroblast in comparison to MTA Fillapex and AH Plus sealers, 
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and exhibited reduction in cell viability at 1:100 and 1:200 dilutions. In the analysis 

performed for periods of 1, 3 and 7 days, it was found that AH Plus, Sealer Plus BC and 

TotalFill BC Sealer demonstrated cytocompatibility with Saos-2 cells. Moreover, there 

was a decrease in the cell viability in the period of 7 days with the exception of Sealer 

Plus BC. Our results corroborate a previous study, which reported that there was a 

decrease in cell viability in the MTT assay, when cells were tested with DMEM culture 

medium (Sigma/Aldrich) serum-free (without the presence of FBS) (21). The serum-free 

medium has nutrients, growth factors, hormones, trace elements and factors that 

promote adherence (21), and it does not present the undesired effect of FBS, which can 

interfere with the results of the MTT assay (22). 

Although several microorganisms are frequently associated with endodontic 

infections (5), in this study we chose to evaluate the antimicrobial activity of endodontic 

sealers against E. faecalis and C. albicans, since these microorganisms are commonly 

observed as biofilm, increasing their resistance to antimicrobial agents when compared 

with the planktonic microorganisms (5, 23). E. faecalis, often associated with failure of 

endodontic treatment, are Gram-positive bacteria that show resistance during 

endodontic treatment, and are responsible for persistent root canal infection (2). C. 

albicans is the fungal specie observed in isolated pure strains or in association with 

Gram-positive and negative bacteria, and has the capacity to invade and adhere to 

dentin tubules, and to survive in severe environmental conditions (23). 

The direct contact test (DCT) is an established and widely used methodology in 

the evaluation of antimicrobial activity (2, 5). However, materials are usually evaluated 

against bacteria in planktonic form. The modified direct contact test (MDCT) used in the 

present evaluated materials in direct contact with biofilm. A previous study considered 

the evaluation of endodontic materials after setting as a disadvantage for MDCT (2). 

However, studies show that calcium silicate-based endodontic materials have significant 

antimicrobial activity even after long periods, such as 30 days (6). Therefore, the 

analysis carried out by the present study approaches a clinical condition, since the 

sealers were evaluated 48 hours after manipulation. Future studies, using other 

methodologies, must be carried out in order to better understand the antimicrobial 

activity of this new material. 

In the present study, Sealer Plus BC had antimicrobial activity against E. faecalis 

biofilm, but was more effective against C. albicans. TotalFill BC had antimicrobial activity 

against E. faecalis and/or C. albicans biofilms. TotalFill BC demonstrated greater 
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effectiveness against E. faecalis when compared with AH Plus, corroborating a previous 

study (5). The alkalinization capacity of calcium silicate-based sealers may be related 

to their antimicrobial activity. 

The techniques used for cleaning and disinfecting of root canals are effective in 

reducing the microbial load, but due to the complexity of the root canals system, they 

are not able to eliminate all microorganisms (5). Dimensional change of endodontic 

sealers may compromise the sealing of the root canal (4), allowing the infiltration of fluids 

from the periapical tissue and microorganisms (1). Since Sealer Plus BC has volumetric 

stability and antimicrobial activity, it can contribute to the success of endodontic 

treatment. 

An important limitation of the current study is that results from laboratory studies 

may not represent a real clinical situation. In addition, we must also take into account 

that international standards for assessment of root canal sealers may not be ideal, 

mainly when evaluating calcium silicate-based sealers regarding setting time and 

solubility (24). However, the results of basic research protocols using in vitro studies can 

contribute to the conduction of subsequent studies in an effort to interpret the behavior 

of bioceramic materials (25). 

In conclusion, Sealer Plus BC has cytocompatibility, antibiofilm activity against E. 

faecalis and/or C. albicans, and physicochemical properties as setting time, flow, 

radiopacity, volumetric change and pH suitable for clinical use. However, this endodontic 

sealer showed solubility above than that recommend by ISO 6876. Further in vivo and 

clinical researches should be performed to assess new bioceramic sealers. 

Declaration of conflict of interest: The authors declare that they have no conflict of 

interest. 

 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades físico-químicas, a 

citocompatibilidade e a atividade antibiofilme de um novo cimento endodôntico à base 

de silicato de cálcio, Sealer Plus BC (MK Life, Brasil), em comparação com TotalFill BC 

Sealer (FKG Dentaire SA, Suíça) e AH Plus (Dentsply, Alemanha). O tempo de presa e 

o escoamento foram avaliados com base nas normas ISO 6876. O pH foi avaliado após 

diferentes períodos, e a radiopacidade por análise radiográfica (mmAl). A solubilidade 

(% de perda de massa) e alteração volumétrica (por micro-CT) foram avaliadas após 
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30 dias de imersão em água destilada. Citocompatibilidade foi avaliada pelos ensaios 

metiltetrazólio (MTT) e vermelho neutro (NR), após exposição das células Saos-2 ao 

extrato de cimento por 24 horas. Análise adicional foi realizada através do ensaio MTT 

após 1, 3 e 7 dias de exposição das células Saos-2 aos extratos dos cimentos na 

diluição de 1:8. Atividade antibiofilme contra Enterococcus faecalis e/ou Candida 

albicans foi avaliada pelos ensaios cristal violeta e contato direto modificado. As 

propriedades físico-químicas foram analisadas utilizando os testes ANOVA e Tukey; 

MTT e NR foram analisados pelos testes ANOVA e Bonferroni; os ensaios 

antimicrobianos foram analisados pelos testes Kruskal-Wallis e Dunn (α=0.05). Sealer 

Plus BC apresentou tempo de presa, radiopacidade e escoamento adequados, além de 

capacidade de alcalinização. Sealer Plus BC foi significantemente mais solúvel que AH 

Plus (p<0.05) e apresentou alteração volumétrica similar à de AH Plus e TotalFill BC 

(p>0.05). Sealer Plus BC apresentou atividade antibiofilme, sem efeito citotóxico. Como 

conclusão, embora Sealer Plus BC apresente maior solubilidade, este cimento 

apresentou propriedades físico-químicas adequadas, citocompatibilidade e atividade 

antibiofilme.  
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3.3 Publicação 3*   

Associação de hipoclorito de cálcio a cimentos endodônticos à base de 

silicatos de cálcio: propriedades antimicrobianas, físico-químicas e biológicas 

Resumo  

Objetivo Avaliar atividade antimicrobiana, propriedades físico-químicas, e 

citocompatibilidade de cimento endodôntico experimental à base de silicatos de cálcio 

(ECS) e Bio-C Sealer (BCS), com e sem associação ao hipoclorito de cálcio (CH), 

comparando ao AH Plus (AHP). 

Metodologia Tempo de presa (n=6), escoamento (n=10) e radiopacidade (n=6) foram 

avaliadas com base na ISO 6876/2012. Alteração volumétrica foi avaliada por 

microtomografia computadorizada (n=6), e solubilidade (n=6) pela perda de massa 

após 7 e 30 dias de imersão em água. O pH (n=10) foi mensurado após 1, 7, 14 e 21 

dias. A atividade antibiofilme sobre Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans foi 

avaliada pelo teste de contato direto modificado (n=6). Citocompatibilidade (n=6) com 

Saos-2 foi avaliada por meio dos ensaios vermelho neutro (NR) e metiltetrazólio (MTT). 

ANOVA e Tukey, Kruskal-Wallis e Dunn; ANOVA e Bonferroni foram aplicados 

(α=0,05). 

Resultados Tempo de presa de ECS-CH foi menor que de ECS, e de BCS-CH foi 

semelhante ao BCS. ECS, BCS, ECS-CH e BCS-CH apresentaram radiopacidade e 

escoamento de acordo com ISO 6876, e pH alcalino. Solubilidade de ECS-CH foi menor 

que ECS, e do BCS-CH foi menor que BCS em 7 dias. Todos os cimentos apresentaram 

baixa alteração volumétrica, e não demonstraram efeito citotóxico para Saos-2. BCS-

CH apresentou maior efeito contra o biofilme de E. faecalis que BCS.  

Conclusões A associação de CH a ECS e BCS não prejudicou a citocompatibilidade. 

Adição de CH ao ECS promoveu menor tempo de presa e solubilidade, mantendo sua 

atividade antimicrobiana. CH aumentou atividade antibiofilme do BCS, sem prejudicar 

suas propriedades físico-químicas. 

 

Palavras-chave: Citocompatibilidade, endodontia, silicato de cálcio, Enterococcus 

faecalis, material obturador do canal radicular.  

 

                                                 
* Artigo nas normas do periódico International Endodontic Journal 
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Introdução 

 

O cimento obturador pode contribuir para o sucesso da terapia endodôntica (Kebudi 

Benezra et al. 2018). De um modo geral, os cimentos endodônticos à base de silicatos 

de cálcio apresentam propriedades físico-químicas satisfatórias (Tanomaru-Filho et al. 

2017), capacidade de selamento (Donnermeyer et al. 2019) e biocompatibilidade (Alves 

Silva et al. 2020). 

O cimento endodôntico experimental à base de silicatos de cálcio (ECS), é 

composto por silicato tricálcico, silicato dicálcico, fosfato de cálcio monobásico, 

hidróxido de cálcio, óxido de zircônio e tungstato de cálcio, e o seu veículo é o 

polietilenoglicol 400. ECS demonstra propriedades físico-químicas adequadas, como 

tempo de presa, radiopacidade, escoamento, pH e alteração volumétrica (Zordan-

Bronzel et al. 2021). Este cimento apresenta ainda citocompatibilidade, induz a 

bioatividade celular (Zordan-Bronzel et al. 2019b), é histocompatível e demonstra 

potencial bioativo (Silva et al. 2020).  

Bio-C Sealer (Angelus, Londrina, PR, Brasil), é um cimento endodôntico 

biocerâmico, pronto para uso, que apresenta propriedades físico-químicas (Zordan-

Bronzel et al. 2019a) e biológicas satisfatórias(López-García et al. 2019, Alves Silva et 

al. 2020). AH Plus (AHP, Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Alemanha) é um cimento 

à base de resina epóxi, considerado como padrão ouro em propriedades físico-

químicas (Silva Almeida et al. 2017), embora os cimentos à base de silicatos de cálcio 

apresentem melhores propriedades biológicas (Giacomino et al. 2019). 

O insucesso do tratamento endodôntico está relacionado à persistência de 

microrganismos no sistema de canais radiculares (Nair et al. 2005, Long et al. 2020), 

especialmente Enterococcus faecalis (Poggio et al. 2017, Prada et al. 2019) e Candida 

albicans (Kumar et al. 2015). As áreas inacessíveis do sistema de canais radiculares 

podem servir de abrigo a estes microrganismos, mesmo após o correto preparo 

biomecânico (Wang et al. 2014). Portanto, a atividade antimicrobiana do cimento 

obturador pode auxiliar no combate a infecção endodôntica residual (Spångberg & 

Haapasalo 2002, Wang et al. 2014), complementando as etapas anteriores do 

tratamento endodôntico. Deste modo, algumas substâncias são estudadas para serem 

associadas aos cimentos endodônticos, à fim de melhorar sua atividade antimicrobiana 

(Del Carpio-Perochena et al. 2015, Loyola-Rodríguez et al. 2019).  
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Utilizado tradicionalmente para esterilização industrial e purificação de água 

(Soligo et al. 2018, Dal Bello et al. 2019), o hipoclorito de cálcio quando utilizado na 

endodontia para irrigação de canais radiculares demonstra efetividade na eliminação 

de E. faecalis (de Almeida et al. 2014, Soligo et al. 2018, Dal Bello et al. 2019, Paula et 

al. 2019). O hipoclorito de cálcio pode também ser utilizado como agente 

antimicrobiano, associado a diferentes materiais(Silva et al. 2020). Sua atividade 

antimicrobiana está relacionada, principalmente, ao seu pH alcalino e a liberação de 

cloro (Soligo et al. 2018, Silva et al. 2020).  

A adição de 2% de pó de hipoclorito de cálcio aos cimentos ECS e BCS foi 

proposta com o objetivo de aumentar sua atividade antimicrobiana. Quando associado 

ao cimento experimental à base de silicatos de cálcio, o hipoclorito de cálcio, não 

prejudicou sua biocompatibilidade e seu potencial bioativo (Silva et al. 2020). Até o 

momento não existem estudos que tenham analisado a atividade antimicrobiana, 

citotoxicidade e propriedades físico-químicas desta associação. Assim, este estudo 

teve por objetivo avaliar estas propriedades de dois cimentos endodônticos à base de 

silicatos de cálcio (ECS e BCS), com e sem adição de 2% de hipoclorito de cálcio, em 

comparação ao AHP. A hipótese nula é de que a associação de hipoclorito de cálcio 

aos cimentos ECS e BCS não modifica atividade antimicrobiana, citocompatibilidade e 

propriedades físico-químicas.  

 

 

Materiais e Métodos 

Os materiais avaliados, seus respectivos fabricantes, composição e proporção 

estão especificados na tabela 1. 

 

Propriedades físico-químicas  

Foram avaliadas as propriedades físico-químicas de tempo de presa, escoamento, 

radiopacidade, solubilidade, alteração volumétrica e pH (APÊNDICE A). 

 

Tempo de presa 

O tempo de presa foi avaliado com base na norma ISO 6876:2012. Foram 

confeccionados moldes de gesso (Dentsply, Petrópolis, Rio de Janeiro, Brasil) com 10 

mm de diâmetro interno e 1 mm de altura, os quais permaneceram em água destilada 

por 24 horas antes do preparo dos corpos de prova (n = 6). Logo após a manipulação, 
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os cimentos foram inseridos nos respectivos moldes, e mantidos em estufa à 37 ºC e 

95% de umidade, durante o período de avaliação. O tempo de presa foi determinado 

como o período, em minutos, entre o término da manipulação e o momento em que a 

agulha de Gilmore (com massa de 100 ± 0,5 g e diâmetro de 2 ± 0,1 mm) já não 

produzisse marcas quando apoiada sobre a superfície dos cimentos. 

 

Tabela 1  Materiais, fabricantes, composição e proporções utilizadas.  

Cimentos 
Fabricante/número de 

lote 
Composição Proporção 

ECS 
(Cimento 

experimental à 
base de 

silicatos de 
cálcio) 

FOAr-Unesp, 
Araraquara, SP, 
Brasil. 

Silicato tricálcicoa, silicato dicálcicoa, 
fosfato de cálcio monobásicob, hidróxido 
de cálcioc, óxido de zircôniod e tungstato 
de cálciod, polietileniglicold. 

1g: 0.3g 
(Pó/Líquido) 

ECS-CH 
(ECS + 2% 

Hipclorito de 
cálcio) 

 

FOAr-Unesp, 
Araraquara, SP, 
Brasil. 

Silicato tricálcicoa, silicato dicálcicoa, 
fosfato de cálcio monobásicob, hidróxido 
de cálcioc, óxido de zircôniod e tungstato 
de cálciod, polietileniglicold, hipoclorito de 
cálciod. 

1g:0.02g 
(Cimento 

manipulado: 
Pó de 

hipoclorito de 
cálcio) 

BCS 
(Bio-C Sealer) 

Angelus, Londrina, 
PR, Brasil. Lote: 
47094 

Silicato tricálcico, Silicato dicálcico, 
aluminato tricálcico, óxido de cálcio, 
óxido de zircônio, óxido de silício, 
polietilenoglicol, óxido de ferro. 

Pronto para 
uso 

BCS-CH 
(BCS + 2%  

Hipoclorito de 
cálcio) 

Angelus, Londrina, 
PR, Brasil, Lote: 
47094 

Silicato tricálcico, Silicato dicálcico, 
aluminato tricálcico, óxido de cálcio, 
óxido de zircônio, óxido de silício, 
polietilenoglicol, óxido de ferro, 
hipoclorito de cálciod. 

1 g: 0.02g 
(Cimento 

manipulado: 
Pó de 

hipoclorito de 
cálcio) 

AHP 
(AH Plus) 

Dentsply DeTrey 
GmbH, Konstanz, 
Alemanha. 
Lot: 1903000431 

Resina epóxi de bisfenol-A/F; tungstato 
de cálcio; óxido de zircônio; sílica, óxido 
de ferro, amina adamantada; n, dibenzil-
diamina; tcd – diamina; e óleo de 
silicone. 

1 g: 1 g 
(Pasta/Pasta) 

aMineral Research Processing, Meyzieu, França. bSynth, Diadema, SP, Brasil. cMerck, 
Darmstadt, Alemanha. dSigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil.  

 

 

Escoamento 

Com auxílio de uma seringa, depositou-se 0,05 ± 0,005 mL de cada um dos cimentos 

recém manipulados sobre uma placa de vidro (n = 10). Após 180 ± 5 segundos, do 

início da manipulação dos materiais, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre 

o material, e sobre esta foi posicionado um dispositivo metálico de 100 g, totalizando 

120 g. O dispositivo metálico permaneceu por 10 minutos sobre as placas de vidro. 
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Duas técnicas foram utilizadas para avaliar o escoamento. Na primeira, o diâmetro 

médio (mm) de cada espécime foi medido com auxílio de um paquímetro digital, de 

acordo com as especificações da norma ISO 6876:2012. Na segunda, um método 

adicional foi usado no qual os corpos de prova foram fotografados juntamente a uma 

régua milimetrada, e as imagens digitalizadas foram analisadas por meio do programa 

UTHSCSA Image Tool para Windows Versão 3.00, para a mensuração da área de 

escoamento em mm2, como descrito por Tanomaru-Filho et al.(2007) . 

 

Radiopacidade 

Corpos de prova de cada um dos materiais, com diâmetro interno de 10 mm e altura de 

1 mm (n = 6), e uma escala (milimetrada) de alumínio foram posicionados sobre um 

filme oclusal (Insight – Kodak Comp, Rochester, NY) para a tomada radiográfica, que 

foi realizada com o aparelho de raios - X Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, 

Finland), a 60 kV, 7 mA, 18 pulsos/s e 33 cm de distância focal. Os filmes foram 

processados, e as imagens foram digitalizadas e avaliadas por meio do programa 

Image J para Windows. Para a determinação da radiopacidade dos cimentos 

equivalente em milímetros de alumínio, foram analisadas áreas de cada um dos 

degraus da escala milimetrada. A conversão, dos valores obtidos, foi realizada por meio 

de uma equação de conversão, conforme descrito em estudo prévio (Húngaro Duarte 

et al. 2009). 

 

Solubilidade 

A avaliação da solubilidade foi realizada com base em estudo prévio (Carvalho-Junior 

et al. 2007).  Foram utilizados moldes circulares de silicone com 7,75 mm de diâmetro 

interno e 1,5 mm de altura (n = 6), os quais foram preenchidos com cada um dos 

materiais, e um fio de nylon impermeável foi inserido no interior de cada cimento ainda 

fresco. As amostras foram colocadas entre 2 placas de vidro cobertas com filme de 

celofane. Sobre os espécimes à base de silicato de cálcio, os quais  necessitam de 

umidade para tomar presa, foram acomodadas gazes umedecidas (em água destilada) 

entre os moldes e as placas de vidro, conforme descrito por Tanomaru-Filho et al. 

(2017).  O conjunto foi armazenado em estufa com temperatura de 37 °C e 95% de 

umidade por um período correspondente a três vezes o tempo de presa dos materiais. 

Após este período, os espécimes foram removidos dos respectivos moldes e 

permaneceram em dessecador a vácuo até a estabilização da massa inicial. Foram 
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realizadas mensurações das massas a cada 24 horas, em balança de precisão 

(Analítica Adventurer, Modelo AR2140, Ohaus - Indústria de balanças Ltda., São 

Bernardo do Campo, SP, Brasil).  Após estabilização da massa inicial, cada um dos 

espécimes foi suspenso, por meio da fixação dos fios de nylon, no interior de recipientes 

plásticos com tampa contendo 7,5 ml de água deionizada, os quais permaneceram em 

estufa a 37 °C pelos períodos experimentais de 7 e 30 dias. Decorridos os períodos 

experimentais, os espécimes foram colocados novamente em desumidificador e foram 

pesados novamente até a estabilidade da massa final. A solubilidade (S) dos cimentos 

avaliados correspondeu à perda de massa de cada espécime, expressa em 

porcentagem. 

 

Alteração volumétrica em micro CT 

Esta avaliação foi realizada de acordo com estudo anterior (Zordan-Bronzel et al. 

2019a). Foram confeccionados corpos de prova, de cada um dos materiais, com 

dimensões de 7,75 mm de diâmetro por 1,5 mm de altura (n = 6), os quais 

permaneceram em estufa com temperatura de 37 °C e 95% de umidade por um período 

correspondente a três vezes o tempo de presa. Na sequência, os espécimes foram 

mantidos em dessecador à vácuo por 24 horas e em seguida foram escaneadas. Os 

escaneamentos foram realizados utilizando o microtomógrafo SkyScan 1176 (Bruker 

Micro-CT, Kontich, Bélgica) e os parâmetros empregados foram: voltagem 80 kv, 

corrente de 300 μA, 18 μm de tamanho de pixels, filtro de cobre e alumínio (Cu + Al) e 

rotação de 360°. Em seguida, cada espécime foi mantido em um frasco de plástico 

contendo 7,5 mL de água destilada, pelos períodos de 7 e 30 dias. Na metade de cada 

período, mudou-se a posição dos espécimes, para que os mesmos permanecessem 

com suas superfícies expostas à água pelo mesmo intervalo de tempo. Decorrido cada 

um dos períodos experimentais, os corpos de prova foram acondicionados em 

dessecador à vácuo por 24 horas, e então submetidos a novo escaneamento. O volume 

total dos materiais foi calculado para cada período. A reconstrução das imagens foi 

realizada utilizando o software NRecon (V1.6.10.4, Bruker-MicroCT), sendo que os 

parâmetros foram definidos para cada material. Os mesmos parâmetros de correção 

de artefatos foram usados para o mesmo material nos diferentes períodos. As imagens 

reconstruídas dos diferentes períodos foram sobrepostas utilizando o software Data 

Viewer (V1.5.2.4,Bruker-MicroCT). Para a análise quantitativa, foi utilizado o software 
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CTAn (V1.15.4.0,Bruker-MicroCT). Deste modo, foi calculada a alteração volumétrica 

para cada período experimental. 

 

pH 

Tubos de polietileno (Embramed, São Paulo, SP, Brasil), com 10 mm de comprimento 

e 1,6 mm de diâmetro, foram preenchidos com cada um dos materiais avaliados (n = 

10). Na sequência, cada tubo foi inserido em um frasco de plástico contendo 10 mL de 

água deionizada, sendo que o conjunto frasco e tubo contendo cimento foi mantido em 

estufa durante os períodos de 1, 7, 14 e 21 dias. Após cada período, os tubos foram 

retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco com 10 mL de água 

deionizada.  Como controle foi utilizada água deionizada acondicionada em frascos de 

plástico pelos respectivos períodos experimentais (n = 10). Imediatamente após o 

término de cada período experimental, o pH das soluções foi medido com um pHmetro 

Digimed (São Paulo, SP, Brasil) previamente calibrado, tendo sido realizadas três 

aferições para cada espécime. 

 

Avaliação de citotoxicidade  

Células Saos-2 (ATCC HTB-85) foram cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, 

Guangdong, Guangzhou, Luokan, China) contendo meio DMEM, suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), 

penicillina (100 IU/mL), e estreptomicina (100 µg/mL), os quais foram mantidos à 37 ºC, 

5% de CO2 e 95% de umidade, até a confluência. Estes experimentos foram realizados 

sob condições assépticas, em câmara de fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil).  

Para o preparo dos extratos dos materiais avaliados, 0,5 g de cada cimento foi 

acomodado no fundo de poços vazios de placas de cultura de 12 poços (314.0 mm2 

área e 3.0 mm altura) (Jet Biofil), e permaneceram em estufa a 37 ºC, 95% de umidade, 

5% CO2, até a completa presa destes (24 h). Após este período, as placas 

permaneceram expostas a luz ultravioleta (UV) para prevenir contaminação (Katara et 

al. 2008). Na sequência, adicionou-se 5 mL de meio de cultura DMEM (meio Dulbecco 

modificado; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) sem soro em cada poço da placa 

contendo o material, e a placa foi armazenada por 24 h, à 37 °C, em 95% de umidade 

e 5% de CO2 (ISO 10993-5 2005). O cimento AH Plus (Dentsply) foi utilizado como 

material de referência (ISO 10993-5 2005). 
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Ensaios NR e MTT 

A citotoxicidade dos materiais (APÊNDICE C) foi avaliada através dos ensaios 

vermelho neutro (NR) (Repetto et al. 2008), e 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de 

difenil-tetrazólio (MTT) (Mosmann 1983).  Foram plaqueadas células Saos-2 (1x105 

céulas/mL) em placas de 96 poços (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado com 10% 

de FBS (FBS; Gibco, Life Technologies), penicilina (100 IU mL-1), estreptomicina (100 

ug mL-1) (Sigma- Aldrich). Antes da exposição aos materiais, as células foram cultivadas 

por 24 h a 37 °C, 95% de umidade e 5% CO2. As células foram expostas aos extratos 

dos cimentos nas concentrações de 1:5, 1:10 e 1:20, controle negativo (DMEM sem 

FBS), e controle positivo, 20% de dimethyl sulfoxide (DMSO), por 24 h. Para o ensaio 

NR, estes foram substituídos por 0,1 mL de meio D-MEM incompleto (sem FBS) 

contendo 50µg NR/mL (Sigma-Aldrich), seguido por incubação a 37º C, 95% de 

umidade, 5% de CO2 por 3 horas. Na sequência, o corante foi removido e o produto 

colorimétrico foi solubilizado em 100 µL da solução de 50% de etanol e 1% de ácido 

acético (Sigma-Aldrich). A densidade óptica foi mensurada em espectrofotômetro a 570 

nm (Asys - UVM 340, Nova Analítica, São Paulo, SP, Brasil). Para o ensaio MTT, cada 

poço foi lavado com tampão fosfato (PBS 1X) e foi adicionado álcool isopropílico 

acificado (Sigma Aldrich, 0.04N) ao extrato para solubilizar o formazan. A densidade 

óptica (OD) de 570 nm foi mensurada em espectrofotômetro UVM 340. Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada grupo 

experimental, e a média de cada experimento foi utilizada para a análise estatística. 

 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana 

  

Teste de contato direto modificado (TCDM)  

A atividade antimicrobiana foi avaliada a partir do teste contato direto (APÊNDICE C), 

com base em estudos anteriores (Zordan-Bronzel 2019b). Após aprovação da 

Comissão de ética no uso de animais (CEUA), da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara (24/2019), conforme ANEXO C, raízes de dentes anteriores bovinos foram 

utilizadas para a obtenção de blocos de dentina com dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 

mm (largura x comprimento x espessura). Para a formação dos biofilmes mono e dual-

espécies de E. faecalis e/ou C. albicans, os microrganismos foram reativados em Triptic 

soy broth – TSb (Difco Detroit, MI, EUA) para E. faecalis; e em meio de cultura RPMI 
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para C. albicans e dual-espécies, permanecendo em estufa a 37 ºC overnight. Foram 

usadas cepas padrão de E. faecalis (ATCC 29212) e/ou C. albicans (ATCC 10231), na 

concentração de 1 x 108 UFC-1. Os blocos de dentina foram submetidos a formação de 

biofilme em placa de cultura celular de 24 poços, mantidas em incubadora de bancada 

com agitação orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, 

SP, Brasil) a 80 RPM durante 7 dias, com trocas do meio de cultura a cada 48 horas. 

Foram utilizados eluídos dos materiais na concentração de 25 mg/mL, os quais 

permaneceram em estufa a 37 °C por 48 h. Cada bloco de dentina foi transferido para 

um microtubo contendo 500 µL de eluído filtrado em membrana de 0,02 µm. No grupo 

controle utilizou-se solução salina. O tempo de contato entre os blocos de dentina 

contendo biofilme e os eluídos foi de 15h, mantidos em estufa a 37°C. Decorrido o 

período de contato, os blocos de dentina foram individualmente colocados em 

microtubos contendo 1 mL de solução salina estéril e pérolas de vidro e agitados em 

vortéx por 1 min. Em seguida, foi realizada a diluição decimal seriada e plaqueamento, 

em placas de Petri contendo Tryptic soy agar (TSa) para biofilmes de  E. faecalis, 

Sabouraud Dextrose agar (SDa) para biofilmes de C. albicans, m-Enterococcus agar 

para E.faecalis e SDa + cloranfenicol para C. albicans nos biofilmes dual-espécies. As 

placas foram incubadas a 37ºC por 48 h. O número de UFC mL-1 dos biofilmes 

remanescentes após o período de contato com os eluídos foi calculado. Os dados foram 

submetidos à transformação logarítmica e análise estatística. 

 

 Análise estatística 

Todos os dados obtidos foram analisados por meio do software estatístico GraphPad 

Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), sendo que aqueles referentes às 

propriedades físico-químicas e TCDM sobre E.faecalis foram analisados pelos testes 

one-way ANOVA e Tukey. Os demais dados obtidos pelos ensaios microbiológicos 

foram analisados por Kruskal-Wallis e Dunn. A análise dos valores obtidos pelos testes 

de viabilidade celular foi realizada por two-way ANOVA com correção de Bonferroni 

(α=0.05).  

 

Resultados  

Propriedades físico-químicas 

Os resultados correspondentes à avaliação das propriedades físico-químicas estão 

representados nas Tabelas 2 e 3. AHP apresentou o maior tempo de presa, seguido 
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por ECS e ECS-CH, respectivamente (P < 0,05). BCS e BCS-CH apresentaram o 

menor tempo de presa (P > 0,05). BCS apresentou o maior escoamento (P < 0,05), 

enquanto que ECS e ECS-CH apresentaram os menores valores (mm e mm2) 

(P > 0,05). O AHP apresentou maior radiopacidade e menor solubilidade (P < 0,05).  A 

radiopacidade de ECS-CH foi semelhante à de ECS (P > 0,05). BCS-CH apresentou 

radiopacidade maior que de BCS (P < 0,05). A solubilidade de ECS-CH foi menor que 

de ECS (7 e 30 dias) (P < 0,05). BCS-CH apresentou solubilidade menor que BCS em 

7 dias (P < 0,05), porém após 30 dias sua solubilidade foi semelhante a de BCS (P > 

0,05). A alteração volumétrica de ECS, ECS-CH, BCS e BCS-CH em 7 dias foi 

semelhante (P > 0,05). AHP apresentou pH semelhante ao controle em todos os 

períodos (P > 0,05). O pH de ECS-CH foi semelhante ao de ECS (P > 0,05), exceto no 

período de 1 dia (P < 0,05). O pH de BCS-CH foi maior que do BCS nos períodos de 1 

e 7 dias (P < 0,05), e semelhante nos períodos de 14 e 21 dias (P > 0,05).  

 

Tabela 2 Tempo de presa, escoamento, radiopacidade, solubilidade e alteração 

volumétrica (7 e 30 dias) observados para os diferentes cimentos endodônticos (média 

e desvio padrão). 

 ECS ECS-CH BCS BCS-CH AHP 

Tempo de presa 
(min) 

 317,7 (±20,14)b 262,7 (±1,21)c 219,2 (±7,36)d 220,3 (±7,76)d 378,0 (±2,19)a 

Escoamento 
(mm) 

17,96 (±0,41)d 17,65 (±0,79)d 30,95 (±1,47)a 25,14 (±0,78)b  21,27(±0,73)c 

Escoamento 
(mm²) 

301,5 (±45,0)d 272,4 (±41,4)d  884,3 (±44,58)a 539,7 (±74,45)b 415,4 (±90,55)c 

Radiopacidade 
(mmAl) 

5,65 (±0,22)c 6,12 (±0,27)b,c 5,68 (±0,44)c 6,17 (±0,25)b 9,14 (±0,33)a 

Solubilidade  7 d 
(% perda de 
massa) 

  11,34 (±1,79)b 5,56 (±0,91)c 21,83 (±3,03)a 8,89 (±1,84)b 0,06 (±0,06)d 

Solubilidade 30 
d (% perda de 
massa) 

 11,5 (±3,26)b 5,10 (±1,80)c 17,92 (±2,50)a 17,97 (±3,17)a 0,18 (±0,36)d 

Alteração 
volumétrica 7 d 
(%) 

   0,18 (±1,67)a,b -0,98 (±0,82)a -0,50 (±0,23)a,b -1,22 (±0,16)a 0,91 (±0,39)b 

Alteração 
volumétrica 30 d 
(%) 

0,38 (±1,00)b   0,23 (±0,90)a,b -0,73 (±0,54)a,b -0,84 (±0,54)a -0,45 (±0,21)a,b 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < 0,05). Valores 
negativos indicam perda de volume. 
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Tabela 3 Valores de pH (média e desvio padrão) observados nos diferentes períodos 

experimentais (1, 7, 14, e 21 dias) 

Período ECS ECS-CH BCS  BCS-CH AHP Controle 

1 dia 9,98 (±0,46)b 10,95 (±0,16)a 9,29 (±0,48)c 10,76 (±0,03)a 6,55 (±0,16)d 6,57 (±0,10)d 

7 dias 10,6 (±0,47)a 10,48 (±0,30)a 9,63 (±0,60)b 10,51 (±0,32)a 6,27 (±0,33)c 6,43 (±0,22)c 

14 dias 10,46 (±0,60)a   10,15 (±0,39)a,b 9,68 (±1,11)b   10,31 (±0,20)a,b 6,33 (±0,23)c 6,34 (±0,19)c 

21 dias 9,44 (±1,01)a,b 9,59 (±0,22)a 8,71 (±1,13)b  9,46 (±0,40)a,b 6,06 (±0,20)c 6,06 (±0,16)c 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < 0,05). 

 

 

Citotoxicidade 

Nos ensaios NR (Fig. 1a) e MTT (Fig.1b), os materiais avaliados não demonstraram 

efeito citotóxico para Saos-2, visto que a viabilidade celular foi semelhante, ou até 

mesmo maior, em relação ao controle negativo (CN). No ensaio NR, AHP apresentou 

viabilidade celular maior que CN, na diluição 1:5 (P < 0,05). Na diluição 1:10, ECS-CH 

demonstrou maior viabilidade celular em relação ao CN (P < 0,05). Pelo teste de MTT, 

ECS e ECS-CH demonstraram maior viabilidade celular que o CN (P < 0,05), na diluição 

1:5. ECS e BCS, na diluição 1:10, apresentaram maior viabilidade celular em 

comparação ao CN (P < 0,05). Na diluição de 1:20, todos os materiais avaliados 

proporcionaram maior número de células viáveis que o grupo CN (P < 0,05).  

 

 

Atividade antimicrobiana 

No TCDM (Tabela 4), após 15 h de contato com biofilme de E. faecalis, ECS-CH foi o 

material que apresentou menor número de UFC mL-1, tendo apresentado valores 

estatisticamente semelhantes aos de ECS (P > 0,05). Este por sua vez se assemelha 

ao BCS-CH, em relação ao número de UFC mL-1 (P > 0,05). BCS e BCS-CH 

proporcionaram maior redução de biofilme dual-espécies sobre E. faecalis, em 

comparação ao controle (P < 0,05). Em relação à avaliação da ação dos materiais frente 

aos biofilmes de C. albicans e dual-espécies sobre C. albicans, BCS-CH apresentou 

menor número de UFC mL-1, em comparação ao controle (P < 0,05).   
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Tabela 4 Média e desvio padrão da atividade antimicrobiana dos materiais avaliados, 

expressos em UFC mL-1 para o teste de contato direto após 15 h de contato com 

biofilmes mono e dual-espécies de E. faecalis e/ou C. albicans 

  ECS ECS-CH BCS BCS-CH AHP Controle 

E. faecalis (E. f.) 4,55 (±0,48)d,e  4,19 (±0,52)e 6,12 (±0,37)c 4,96 (±0,25)d 6,74 (±0,14)b 7,63 (±0,10)a 

C. albicans (C.a.) 7,00 (±0,08)a 6,89 (±0,22)a,b  6,86 (±0,12)a,b 6,35 (±0,58)b 6,73 (±0,14)a,b 7,34 (±0,44)a 

Dual-  
espécie 

E.f. 7,30 (±0,52)a.b 7,35 (±0,51)a,b 5,74 (±2,98)b 5,16 (±2,89)b 7,27 (±0,51)a,b 8,58 (±0,16)a 

C.a. 6,97 (±0,13)a,b 6,90 (±0,13)a,b   6,72 (±0,19)a,b 4,94 (±1,63)b 7,19 (±0,53)a 7,57 (±0,63)a 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < 0,05). 
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Figura 1 – Viabilidade celular de Saos-2 avaliada pelos ensaios NR(a) e MTT (b), após 24 
horas de exposição aos extratos dos cimentos ECS, ECS-CH, BCS, BCS-CH e AHP nas 
diluições de 1:5, 1:10 e 1:20, meio de cultura sem soro (controle negativo), e DMSO 20% 
(controle positivo). Barras com letras diferentes representam diferença estatística significativa 
entre os extratos dos cimentos, controle negativo e controle positivo em cada diluição. ECS, 
cimento experimental à base de silicatos de cálcio (composição descrita na Tabela 1); ECS-
CH, ECS associado ao hipoclorito de cálcio (2%); BCS, Bio-C Sealer; BCS-CH, Bio-C Sealer 
associado ao hipoclorito de cálcio (2%); AHP, AH Plus; CN, controle negativo; CP, controle 
positivo. 
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Discussão 

A hipótese nula foi parcialmente rejeitada, uma vez que de uma forma geral, as 

propriedades físico-químicas e biológicas dos cimentos associados ao hipoclorito de 

cálcio foram mantidas ou melhoradas. Houve uma potencialização da atividade 

antibiofilme na associação de CH ao BCS. 

A proporção pó-líquido de 1 g de pó para 400 mg de polietilenoglicol do ECS  

utilizada em estudos anteriores (Zordan-Bronzel et al. 2019b, Zordan-Bronzel et al. 

2021),foi modificada no presente estudo para 1 g de pó para 300 mg de polietilenoglicol. 

Nesta proporção, o cimento experimental apresentou melhor consistência, menores 

valores de tempo de presa, escoamento e solubilidade, além de não alterar as demais 

propriedades avaliadas. 

O hipoclorito de cálcio é disponibilizado em grânulos que quando dissolvidos em 

solução aquosa, resultam na formação de grande quantidade de ácido hipocloroso, o 

qual penetra na parede celular bacteriana, contribuindo para a neutralização de 

microrganismos como o E. faecalis(de Almeida et al. 2014). Estudos sugerem a 

utilização de CH em substituição ao hipoclorito de sódio na irrigação dos canais 

radiculares (Dal Bello et al. 2019), visto que ele é relativamente estável, podendo 

apresentar até 65% mais cloro disponível que o NaOCl, apresenta ainda capacidade 

de dissolução tecidual (Dutta & Saunders 2012), atividade antimicrobiana contra E. 

faecalis (Soligo et al. 2018), biocompatibilidade (Sedigh-Shams et al. 2016), além de 

não afetar negativamente as propriedades mecânicas da dentina (Soligo et al. 2018).  

Embora um estudo anterior tenha constatado que o hipoclorito de cálcio quando 

utilizado na concentração de 5% apresentou citocompatibilidade semelhante ao 

hipoclorito de sódio a 0,5% (Sedigh-Shams et al. 2016), o presente estudo propôs a 

adição de 2% do pó de hipoclorito de cálcio aos cimentos endodônticos avaliados, 

levando em consideração que o efeito citotóxico do hipoclorito de sódio está 

relacionado à sua concentração e ao tempo de contato(Alkahtani et al. 2014). Visando 

não interferir na biocompatibilidade e no potencial bioativo dos cimentos, optou-se pela 

associação de ECS e BCS ao pó de hipoclorito de cálcio na proporção de 1:0,02 após 

testes preliminares, nos quais observamos que as propriedades acima não foram 

prejudicadas, assim como a manipulação e inserção dos materiais.  

O tempo de presa observado para o AHP é superior ao de BCS, corroborando 

estudos anteriores (Tanomaru-Filho et al. 2017) (Zordan-Bronzel et al. 2019a). O 

hipoclorito de cálcio associado ao BCS não alterou seu tempo de presa. No entanto, 
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reduziu o tempo de presa do ECS, mantendo sua consistência e tempo de trabalho 

adequados, o que favorece a sua aplicabilidade clínica (Jang et al. 2018). A redução do 

tempo de presa pode ser explicada devido a maior quantidade de pó em relação ao 

líquido (Cavenago et al. 2014, Bosso-Martelo et al. 2018).  

Todos os materiais avaliados apresentaram escoamento linear médio acima dos 

17 mm preconizados pela ISO 6876:2012, uma característica importante para o 

preenchimento do sistema de canais radiculares (Candeiro, Correia et al. 2012). A 

adição de hipoclorito de cálcio ao cimento experimental não alterou o seu escoamento. 

No entanto, sua adição ao BCS proporcionou menor escoamento. De acordo com a 

Angelus (Angelus® Indústria de Produtos Odontológicos S/A), o clínquer composto por 

silicato tricálcico, silicato dicálcico, aluminato tricálcico e óxido de cálcio apresenta 

partículas menores que 2 µm. O CH que apresenta maior partícula pode ter promovido 

menor escoamento ao cimento. Em contrapartida, o cimento experimental é composto 

por silicato tricálcico puro (Mineral Research Processing, Meyzieu, França), o qual é 

constituído por partículas maiores que as do Biodentine (Septodont, Saint‐Maur‐des‐

fossés Cedex, França) (Grech et al. 2013). A semelhança entre os tamanhos de 

partícula de ECS e CH pode estar relacionada à manutenção do escoamento para este 

cimento. 

A radiopacidade de um cimento endodôntico permite sua visualização por meio 

de exame radiográfico (Candeiro et al. 2012). Todos os cimentos avaliados 

apresentaram radiopacidade adequada, acima de 3 mm de alumínio, confirmando os 

resultados para BCS (Zordan-Bronzel et al. 2019a), e AHP (Tanomaru-Filho et al. 

2017), bem como do cimento experimental à base de silicatos de cálcio(Zordan-Bronzel 

et al. 2021). A adição de CH não prejudicou a radiopacidade de BCS e ECS.  

A solubilidade de um material é determinada pela perda de massa após imersão 

em água (Versiani et al. 2016), idealmente inferior a 3% (ISO 6876:2012). A solubilidade 

do AHP é baixa por ser um cimento à base de resina epóxi, com fortes ligações 

cruzadas (Viapiana et al. 2014). Em contrapartida, a solubilidade apresentada pelos 

cimentos à base de silicatos de cálcio foi superior ao que é recomendado pela ISO 

6876:2012 (Siboni et al. 2017, Elyassi et al. 2019, Torres et al. 2019, Zordan-Bronzel et 

al. 2019a).  

 Os cimentos de silicato de cálcio são hidrofílicos e necessitam de umidade para 

tomar presa, apresentando maior perda de massa quando avaliados após imersão em 

água. Os cimentos à base de silicatos de cálcio TotalFill BC Sealer, Sealer Plus BC e 
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Bio-C Sealer apresentaram solubilidade significativamente menor após imersão em 

PBS, comparando-se aos valores apresentados após imersão em água destilada 

(Torres et al. 2019). A associação ao hipoclorito de cálcio promoveu menor solubilidade 

para ECS nos períodos de 7 e 30 dias, e para BCS no período de 7 dias. A maior 

quantidade de cálcio nas associações com CH  pode ter favorecido a precipitação como 

hidróxido de cálcio (Camilleri 2010). Essa maior quantidade de cálcio disponível e 

formação de cristais de apatita sobre a superfície do material (Borges et al. 2012, 

Dawood et al. 2015) pode estar relacionada a menor solubilidade(Urban et al. 2018). 

Podemos considerar ainda, que o cloro presente em CH pode interagir com os demais 

componentes dos materiais durante a reação de hidratação(Bortoluzzi et al. 2009), 

podendo resultar em presa mais efetiva dos materiais, e consequentemente em menor 

solubilidade. 

A solubilização de cimentos de silicato de cálcio está relacionada a liberação de 

íons cálcio e hidroxila (Borges et al. 2012), promovendo ambiente alcalino (Parirokh & 

Torabinejad 2010), e favorecendo o potencial bioativo (Donnermeyer et al. 2019). Os 

cimentos à base de silicatos de cálcio apresentaram pH alcalino, e significativamente 

maior que do AHP, em todos os períodos avaliados. A adição de CH aumentou ou 

manteve a alcalinização do meio proporcionada pelos cimentos. O pH para o ECS-CH 

e para o BCS-CH foi mais alcalino que de ECS e BCS, respectivamente, após 24h, 

indicando que o hipoclorito de cálcio pode contribuir com maior valor inicial de pH (Silva 

et al. 2020). Este resultado pode estar associado à presença de cloro disponível(Silva 

et al. 2020). Quando a água é incorporada ao cimento, os íons cloro (Cl) são 

rapidamente difundidos e interagem na reação de hidratação dos materiais à base de 

silicatos. Os íons Cl e OH possuem mesma carga e por isso se repelem, deste modo, 

quando ocorre a difusão dos íons Cl no cimento, resultando em uma difusão contrária 

dos íons OH, e consequentemente em aumento da concentração deste íon na água 

(Bortoluzzi et al. 2009). 

O ambiente alcalino é desfavorável à proliferação e sobrevivência bacteriana 

(Gandolfi et al. 2012), visto que em pH elevado, a atividade enzimática das bactérias é 

inibida, afetando o metabolismo, o crescimento e a divisão celular (Estrela et al. 1995).  

No teste de contato direto modificado observamos que o grupo do cimento ECS-

CH foi o que apresentou menor número de UFC mL-1 de E. faecalis, tendo apresentado 

valores semelhantes aos de ECS. Embora o BCS tenha demonstrado maior efetividade 

contra o biofilme E. faecalis em comparação ao AHP e ao controle, o BCS-CH foi ainda 
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mais efetivo na redução da contagem bacteriana, apresentando valores semelhantes 

aos de ECS. Na análise quanto a atividade antimicrobiana contra o biofilme de C. 

albicans, e contra o biofilme dual-espécies sobre C. albicans, o BCS-CH foi o mais 

efetivo, em comparação ao grupo controle. Os resultados obtidos corroboram estudo 

prévio que observou que o cimento experimental à base de silicatos de cálcio 

demonstrou efetividade  contra E. faecalis e C. albicans na forma planctônica, bem 

como contra o biofilme de E. faecalis (Zordan-Bronzel et al. 2019b). Assim como 

observado no presente estudo, Bio-C Sealer apresentou atividade antimicrobiana frente 

ao biofilme de E. faecalis (Barbosa et al. 2020). O hipoclorito de cálcio, quando utilizado 

como solução irrigadora mostrou-se efetivo contra E. faecalis (Dal Bello et al. 2019, 

Paula et al. 2019). Os resultados do presente estudo evidenciam que o CH quando 

associado ao ECS manteve sua atividade antibiofilme, ao passo que quando associado 

ao BCS, aumentou a atividade antimicrobiana frente ao biofilme de E. faecalis. A 

associação de CH ao BCS proporcionou solubilidade significativamente menor após 7 

dias de imersão em água deionizada, pH mais alcalino nos períodos de 1 e 7 dias, o 

que pode estar relacionado com a maior atividade antimicrobiana. 

Embora os cimentos à base de silicatos de cálcio tenham apresentado 

solubilidade acima do recomendado pela ISO 6876:2012, baixa alteração volumétrica 

foi observada. A análise de alteração volumétrica, por microtomografia 

computadorizada é uma avaliação complementar à solubilidade (Tanomaru-Filho et al. 

2017, Torres et al. 2017). A análise conjunta de solubilidade por perda de massa e 

alterações dimensionais permite melhor interpretação do comportamento dos materiais. 

Os resultados obtidos quanto a alteração volumétrica dos cimentos AHP e BCS 

corroboram estudos anteriores (Tanomaru-Filho et al. 2017, Torres et al. 2017, Zordan-

Bronzel et al. 2019a). A adição de hipoclorito de cálcio aos cimentos ECS e BCS não 

interferiu na alteração volumétrica. 

Os resultados obtidos pelos ensaios MTT e NR revelaram que todos os cimentos 

à base de silicatos de cálcio avaliados apresentaram citocompatibilidade para células 

Saos-2, visto que apresentaram percentual igual ou maior de células viáveis em relação 

ao grupo controle. Assim como em estudos anteriores, ECS(Zordan-Bronzel et al. 

2019b) e o  BCS (López-García et al. 2019, Andrade et al. 2020) não demonstraram 

efeito citotóxico. Ainda, em estudo realizado em subcutâneo de ratos, observou-se que 

o ECS, mesmo quando associado ao CH, mostrou-se biocompatível(Silva et al. 2020). 
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Novos estudos devem ser realizados a fim de adquirir maior conhecimento 

quanto a efetividade antimicrobiana a longo prazo, da associação de hipoclorito de 

cálcio aos cimentos à base de silicatos de cálcio.  

 

 

Conclusões 

A associação do hipoclorito de cálcio aos cimentos ECS e BCS não interferiu na 

citocompatibildade. Quando adicionado ao cimento ECS, o hipoclorito de cálcio 

proporcionou menor tempo de presa e menor solubilidade, mantendo sua atividade 

antimicrobiana. O hipoclorito de cálcio promoveu maior atividade antibiofilme ao 

cimento Bio-C Sealer, sem prejudicar suas propriedades físico-químicas. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Considerando o papel fundamental do cimento obturador para o sucesso da 

terapia endodôntica, e a importância de se avaliar as propriedades físico-químicas e 

biológicas de novos materiais, ou modificações na composição de materiais já 

conhecidos, devido ao seu contato com os tecidos periapicais25,51, o presente estudo 

avaliou dois novos cimentos endodônticos biocerâmicos prontos para uso, de empresas 

brasileiras (Bio-C Sealer e Sealer Plus BC), bem como a associação do agente 

antimicrobiano hipoclorito de cálcio (2%) a um destes cimentos (Bio-C Sealer) e a um 

cimento endodôntico experimental à base de silicatos de cálcio. 

As propriedades físico-químicas são avaliadas de acordo com as normas ISO e 

ADA52,53. Os resultados apresentados pelos cimentos à base de silicatos de cálcio, bem 

como pelo AH Plus, corroboram estudos anteriores visto que estes materiais 

demonstraram tempo de presa adequado para o seu emprego clínico, além de 

radiopacidade e escoamento que atendem às especificações da ISO 6876/201219,22,52. 

A radiopacidade apresentada pelos materiais avaliados permite a avaliação da 

qualidade da obturação54, e o bom escoamento favorece o selamento de áreas 

anatômicas de difícil acesso, como região de istmo, delta apical, canais acessórios54 e 

túbulos dentinários55. 

De modo geral, os cimentos hidráulicos à base de silicatos de cálcio, avaliados no 

presente estudo, apresentaram solubilidade elevada, pH alcalino e atividade 

antimicrobiana. Deve-se considerar que o potencial bioativo destes materiais é uma 

consequência da sua solubilidade4, visto que ela está relacionada à liberação de íons 

cálcio e hidroxila56, o que resulta em um ambiente alcalino5, favorecendo a bioatividade 

destes materiais, e consequentemente induzindo o reparo, por meio do estímulo de 

formação de tecido duro4. Deste modo, a solubilidade destes materiais parece ser 

fundamental para as características biológicas positivas4. O pH alcalino proporcionado 

pelos cimentos à base de silicatos de cálcio torna o meio impróprio à sobrevivência e 

proliferação microbiana41, causando inibição da atividade enzimática das bactérias57, e 

consequentemente contribuindo para o sucesso do tratamento endodôntico. No 

presente estudo constatamos que o AH Plus, assim como em estudos anteriores, 

apresentou valores mais baixos quanto à solubilidade58, pH22 e atividade antimicrobiana 

em comparação aos cimentos à base de silicatos de cálcio20,38.   
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Apesar da elevada solubilidade ser um motivo de preocupação em relação à 

qualidade de selamento e possível recontaminação microbiana4, estudos nos mostram 

que os cimentos à base de silicatos de cálcio possuem habilidade de sorção de água4,59, 

que ocorre após a liberação dos íons cálcio e hidroxila, resultando em expansão, e 

consequentemente em bom selamento dos canais radiculares60. Nossos resultados, 

assim como os obtidos por estudos anteriores, nos mostram que embora os cimentos 

de silicatos de cálcio tenham apresentado solubilidade elevada, demonstraram baixa 

alteração volumétrica em avaliação realizada por microtomografia 

computadorizada22,29, que é uma análise complementar ao teste de solubilidade22,61.  

Embora os cimentos hidráulicos tenham apresentado atividade antimicrobiana 

frente aos biofilmes de E. faecalis e/ou C. albicans, pudemos observar que não foram 

capazes de eliminar os microrganismos presentes. Tais resultados corroboram estudos 

anteriores nos quais se verificou que os cimentos à base de silicatos de cálcio, embora 

tenham apresentado atividade antibiofilme, não foram capazes de eliminar biofilmes 

microbianos20,38,62. No estudo de Jacob et al. (2020)62, os autores observaram, através 

de análise por microscopia eletrônica de varredura, que após contato com cimentos à 

base de silicatos de cálcio, os biofilmes de E. faecalis, previamente cultivados sobre 

blocos de dentina bovina, eram compostos por monocamadas de células que cobriam 

parcialmente a superfície dos espécimes. Por outro lado, os biofilmes de C. albicans 

revelaram uma densa rede de leveduras e hifas interconectadas, cobrindo 

completamente a superfície dos espécimes. Enquanto que a estrutura dos biofilmes 

dual-espécies exibiu uma arquitetura robusta e composta por leveduras e células 

bacterianas em multicamadas62. Estas observações podem nos auxiliar a compreender 

a complexidade de organização destes biofilmes, nos evidenciando a razão da 

dificuldade em eliminá-los, especialmente dos biofilmes dual-espécies. 

Constatamos que a adição de hipoclorito de cálcio (2%) ao Bio-C Sealer 

promoveu maior atividade antibiofilme, não prejudicando suas propriedades físico-

químicas, enquanto que quando adicionado ao cimento experimental à base de silicatos 

de cálcio (ECS), o hipoclorito de cálcio manteve sua atividade antimicrobiana, e 

proporcionou menor tempo de presa e menor solubilidade. Esta associação não 

interferiu na citocompatibilidade dos materiais avaliados. O presente estudo foi o 

primeiro a avaliar as propriedades físico-químicas, citocompatibilidade e atividade 

antimicrobiana da associação de hipoclorito de cálcio (2%) ao cimento experimental à 

base de silicatos de cálcio e ao Bio-C Sealer. No estudo in vivo de Silva et al. (2020) os 
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autores observaram que o cimento experimental à base de silicatos de cálcio sem e 

com associação ao hipoclorito de cálcio (2%) demonstrou biocompatibilidade e 

potencial bioativo16. 

A avaliação da viabilidade celular foi realizada a partir dos testes Vermelho Neutro 

e MTT, visto que cada análise avalia uma organela diferente, tornando possível a 

obtenção de resultados mais confiáveis. O ensaio vermelho neutro (NR) baseia-se na 

capacidade das células viáveis incorporarem o corante vital vermelho neutro nos 

lisossomos, nos fornecendo uma estimativa quantitativa do número de células viáveis 

em uma determinada cultura63. Enquanto que o ensaio MTT baseia-se na atividade da 

enzima mitocondrial succinato desidrogenase, que resulta na conversão do sal de 

tetrazólio (3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de difenil-tetrazólio), de cor amarela, em 

cristais de formazan violeta insolúveis, cuja absorbância é proporcional à quantidade 

de células vivas64. Os resultados obtidos evidenciaram que os cimentos à base de 

silicatos de cálcio avaliados no presente estudo, TotalFill BC Sealer, Bio-C Sealer, 

Sealer Plus BC e o cimento experimental à base de silicatos de cálcio desenvolvido na 

Faculdade de Odontologia de Araraquara, não demonstraram efeito citotóxico, 

corroborando estudos anteriores20,25,28. Estudos in vivo constataram que os cimentos 

endodônticos TotalFill BC Sealer, Bio-C Sealer, Sealer Plus BC, bem como o cimento 

experimental à base de silicatos de cálcio apresentam biocompatibilidade16,26,65. 
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5 CONCLUSÃO 
 

De acordo com os resultados do presente estudo, podemos concluir que: 

1. O Bio-C Sealer apresentou tempo de presa, escoamento e radiopacidade 

satisfatórios, além de capacidade de alcalinização do meio. Embora tenha 

apresentado solubilidade acima do que é recomendado pela ISO 6876/212, o 

Bio-C Sealer apresentou baixa alteração volumétrica. 

2. O Sealer Plus BC apresentou tempo de presa, radiopacidade, escoamento e 

pH adequados, além de citocompatibilidade e atividade antibiofilme. Apesar de 

apresentar solubilidade elevada, demonstrou baixa alteração volumétrica, em 

avaliação por micro-CT. 

3. A associação ao hipoclorito de cálcio diminuiu o tempo de presa e a 

solubilidade do cimento experimental à base de silicatos de cálcio, mantendo 

sua atividade antimicrobiana e citocompatibilidade. Quando associado ao Bio-

C Sealer, o hipoclorito de cálcio proporcionou maior atividade antibiofilme, sem 

prejudicar as demais propriedades avaliadas. 
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APÊNDICE A – METODOLOGIA DETALHADA CORRESPONDENTE ÀS 
PUBLICAÇÕES 1, 2 E 3 

 

A 1 Avaliação de propriedades físico-químicas  

 

A 1.1 Tempo de presa 

Conforme recomendação da norma ISO 6876:20121 para materiais que dependem de 

umidade para tomar presa, foram confeccionados moldes de gesso com 10 mm de 

diâmetro interno e 1 mm de altura (n=6). Embora o AH Plus seja um cimento à base de 

resina epóxi, após realização de testes prévios, constatamos que com a utilização de 

moldes de gesso foram apresentados valores semelhantes aos obtidos quando utilizou-

se anéis metálicos. Deste modo, com o objetivo de padronizar a avaliação do tempo de 

presa, foi utilizado gesso especial tipo IV – micro-granulado (Dentsply Indústria e 

Comércio Ltda, Petrópolis, Rio de Janeiro, Brasil) para confecção dos moldes de gesso, 

os quais permaneceram em água destilada por 24 horas antes do preparo dos corpos 

de prova dos materiais. Os materiais foram inseridos nos respectivos moldes logo após 

manipulação, e permaneceram em estufa à 37 ºC e 95% de umidade, durante o período 

de avaliação. O tempo de presa (Figura A 1) foi determinado como o período, em 

minutos, entre o término da manipulação e o momento em que uma agulha de Gilmore 

com massa de 100 ± 0,5 g e diâmetro de 2 ± 0,1 mm já não produzisse marcas quando 

apoiada sobre a superfície dos cimentos. 

 

Figura A 1 - Representação do teste de tempo de presa 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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A 1.2 Escoamento  

A análise do escoamento (Figura A 2) foi realizada com base na norma ISO 

6876:20121. Com o auxílio de uma seringa de 1 mL, depositou-se 0,05 ± 0,005 mL de 

cada um dos materiais recém manipulados sobre o centro de uma placa de vidro de 40 

mm x 40 mm x 5 mm de espessura e 20 g de massa (n=10). Decorridos 180 ± 5 

segundos, do início da manipulação dos materiais, outra placa de vidro, com as 

mesmas dimensões e mesma massa da primeira, foi cuidadosamente posicionada 

sobre o centro do cimento. Em seguida, um dispositivo metálico de 100 g foi 

posicionado sobre a segunda placa, totalizando 120 g. Dez minutos após o início da 

manipulação, o dispositivo metálico foi removido e foram realizadas as mensurações 

de cada um dos espécimes. Foram utilizadas duas técnicas para a avaliação do 

escoamento. Na primeira, conforme especificações da norma ISO 6876:20121, foi 

mesurado o maior e o menor diâmetro produzido pelo cimento, com o auxílio de um 

paquímetro digital. Quando a diferença observada entre o maior e o menor diâmetro foi 

menor que 1 mm, o valor médio foi registrado. Na segunda, um método adicional foi 

realizado no qual os corpos de prova foram fotografados, juntamente a uma régua 

milimetrada, e as imagens digitalizadas foram analisadas por meio do programa 

UTHSCSA Image Tool para Windows Versão 3.00, para a mensuração da área de 

escoamento em mm2, como descrito por Tanomaru-Filho et al.2 

 

Figura A 2 - Representação do teste de escoamento 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

A 1.3 Radiopacidade 

A avaliação da radiopacidade dos materiais (Figura A 3) foi realizada com base 

na ISO 6876:20121. A partir de moldes de silicone com diâmetro interno de 10 mm e 

altura de 1 mm, foram confeccionados corpos de prova (n=6), os quais foram 
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armazenados em estufa (37 ºC e 95% de umidade) por 48 horas. Cada um dos 

espécimes, juntamente a uma escala de alumínio (milimetrada), foi posicionado sobre 

um filme radiográfico oclusal (Insight – Kodak Comp, Rochester, NY). Um aparelho de 

raios-X Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland) operando a 60 kV, 7 mA, 0.32 

pulsos por segundo foi utilizado para a tomada radiográfica, que foi realizada a uma 

distância focal de 33 cm. Na sequência, os filmes foram processados e em seguida 

foram fotografados com uma câmera semiprofissional (Canon, Tokio, Japão) e uma 

lente macro de 100 mm, utilizando os seguintes parâmetros: distância lente-objeto de 

40 cm, ISO 100, abertura do obturador de 7,1 e velocidade do obturador de 1/1003. As 

imagens digitalizadas foram analisadas através do programa Image J. Deste modo, 

para a determinação da radiopacidade dos cimentos em milímetros de alumínio, foram 

analisadas as áreas de cada um dos degraus da escala milimetrada. Para a conversão 

dos valores obtidos foi utilizada uma equação de conversão, conforme descrito por 

Húngaro-Duarte et al4: 

𝐴 𝑥 2

𝐵
 + mm Al imediatamente anterior a DRM   

Onde:  

DRM = Densidade radiográfica do material avaliado  

DR = Densidade radiográfica (escala de alumínio)  

A = DRM – DR do incremento da escala de Al imediatamente anterior a DRM;  

B = DR do incremento da escala de Al imediatamente posterior a DRM - DR do 

incremento de alumínio imediatamente anterior a DRM;  

2 = 2 mm de incremento da escala de Al 

 
 

Figura A 3 – Representação do teste de radiopacidade 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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A 1.4 pH 

A análise da capacidade de alcalinização dos cimentos endodônticos foi realizada 

com base em estudos anteriores5,6. Tubos de polietileno (Embramed, São Paulo, SP, 

Brasil), com 10 mm de comprimento e 1,6 mm de diâmetro (n=10), foram preenchidos 

com cada um dos cimentos (Figura A 4). Cada tubo, preenchido por cimento, foi inserido 

em um frasco de plástico contendo 10 mL de água deionizada. O grupo controle foi 

composto por frascos de plástico contendo 10 mL de água deionizada. Os conjuntos 

formados por frasco com água + tubo contendo cimento, bem como o grupo controle, 

foram armazenados em estufa a 37 ºC durante os períodos experimentais de 1, 7, 14 e 

21 dias. Após cada período experimental, os tubos foram retirados dos frascos e 

acondicionados em um novo frasco contendo 10 mL de água deionizada. No grupo 

controle os frascos foram trocados por novos frascos contendo 10 mL de água 

deionizada, após cada período experimental. O pH das soluções foi mensurado 

imediatamente após cada período experimental com um pHmetro Digimed (São Paulo, 

SP, Brasil) previamente calibrado, com o auxílio de soluções tampão com pH de 4.01, 

6.86, e 10.01 (Digimed). Foram realizadas três aferições para cada espécime.  

 
 

Figura A 4 – Representação do ensaio de pH 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

A 1.5 Solubilidade 

A solubilidade (Figura A 5) foi avaliada com base em estudos anteriores7,8. Foram 

confeccionados moldes de silicone, a partir dos quais foi possível produzir corpos de 

prova com 7,75 mm de diâmetro interno e 1,5 mm de altura (n=6). Sobre uma placa de 

vidro coberta com papel celofane, foram acomodados os moldes de silicone, os quais 

foram preenchidos com cada um dos materiais avaliados. Na sequência, foi inserido 
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um fio de nylon no interior de cada um dos espécimes. Em seguida, foi colocada, 

cuidadosamente sobre os moldes, uma outa placa de vidro, também coberta com 

celofane, realizando uma leve pressão manual. Nos grupos de cimentos hidráulicos, 

que dependem de umidade para tomar presa, gazes umedecidas (com água destilada) 

foram acomodadas sobres os moldes, conforme descrito por Tanomaru-Filho et al.5. Os 

conjuntos (moldes e cimentos) foram mantidos em estufa à 37 ºC e 95% de umidade 

por um período correspondente a três vezes o tempo de presa. Decorrido este período, 

os espécimes foram transferidos para um dessecador a vácuo até a estabilização da 

massa inicial (período de aproximadamente de 7 dias). Obtida a estabilização da massa 

inicial, os corpos de prova foram então suspensos no interior de frascos plásticos 

contendo 7,5 mL de água deionizada, por meio da fixação do fio de nylon em suas 

respectivas tampas, o que permitiu que os espécimes permanecessem imersos, sem 

que tocassem nenhuma das paredes dos frascos. Os frascos de plástico, contendo 

água deionizada e os espécimes, foram armazenados em estufa a 37 ºC pelos períodos 

de 30 dias nos estudos realizados para as Publicações 1 e 2, e de 7 e 30 dias no estudo 

realizado para a Publicação 3. Após os períodos experimentais, os espécimes foram 

removidos dos recipientes, lavados com água deionizada, secos com papel absorvente 

e novamente mantidos em desumidificador até a estabilização da massa final. As 

pesagens foram realizadas a cada 24 horas, três vezes para cada espécime, utilizando 

balança de precisão (Analítica Adventurer, Modelo AR2140, Ohaus - Indústria de 

balanças Ltda., São Bernardo do Campo, SP, Brasil). A solubilidade, dos cimentos 

endodônticos, foi determinada pelo percentual de perda de massa de cada espécime1, 

tendo sido calculada através da fórmula: S = (MI – MF) / MI × 100, conforme descrito 

por Lim et al9. 

 

Figura A 5 – Representação do teste de solubilidade dos cimentos obturadores 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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A 1.6 Alteração volumétrica  

O ensaio de alteração volumétrica foi realizado com o objetivo de complementar 

a avaliação da solubilidade dos cimentos obturadores. Deste modo, assim como no 

ensaio de solubilidade, foram confeccionados corpos de prova (Figura A 6) com 7,75 

mm de diâmetro interno e 1,5 mm de atura (n=6), os quais foram armazenados em 

estufa com temperatura de 37 °C e 95% de umidade por um período correspondente a 

três vezes o tempo de presa. Após a presa dos materiais, as amostras foram mantidas 

em dessecador a vácuo por 24 horas e em seguida foram escaneadas. Os 

escaneamentos (Figura A 7) foram realizados utilizando o microtomógrafo SkyScan 

1176 (Bruker Micro-CT, Kontich, Bélgica), e os parâmetros empregados foram: 

voltagem 80 kv, corrente de 300 μA, 18 μm de tamanho de pixels, filtro de cobre e 

alumínio (Cu + Al) e rotação de 360°. Na sequência, cada espécime foi mantido em um 

frasco de plástico contendo 7,5 mL de água deionizada (Figura A 6), pelos mesmos 

períodos experimentais do ensaio de solubilidade, ou seja, de 30 dias nos estudos 

realizados nas Publicações 1 e 2, e de 7 e 30 dias na Publicação 3. Para que a 

superfície dos corpos de prova permanecesse em contato com a água pelo mesmo 

período de tempo em ambos os lados, a posição destes foi alterada na metade de cada 

período. Após cada período experimental os espécimes foram acondicionados em 

dessecador à vácuo por 24 horas, e então submetidos a um novo escaneamento. Foi 

calculado o volume de preenchimento das amostras para cada um dos períodos. Com 

o auxílio do software NRecon (V1.6.10.4, Bruker-MicroCT), foi realizada a reconstrução 

das imagens (Figura A 8). Os parâmetros de smoothing, beam hardening, e ring 

artifacts foram definidos para cada material e utilizados para o mesmo cimento nos 

diferentes períodos experimentais. Os parâmetros utilizados para o Bio-C Sealer 

(Publicações 1 e 3) e para o Bio-C Sealer associado ao hipoclorito de cálcio (Publicação 

3), foram de 1 para smoothing, 2 para ring artefacts correction, e 40 para beam 

hardening correction. Para o TotalFill BC Sealer (Publicações 1 e 2), e para o Sealer 

Plus BC (Publicação 2) os parâmetros utilizados foram: 1 para smoothing, 1 para ring 

artefacts correction, e 61 para beam hardening correction. O AH Plus (Publicações 1, 2 

e 3) foi analisado segundo os seguintes parâmetros: 1 para smoothing, 1 para ring 

artefacts correction, e 21 para beam hardening correction. Para avaliação do cimento 

experimental à base de silicatos de cálcio, com e sem associação ao hipoclorito de 

cálcio (Publicação 3), os parâmetros usados foram: 1 para smoothing, 1 para ring 

artefacts correction, e 30 para beam hardening correction. As imagens reconstruídas 
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dos diferentes períodos foram sobrepostas (Figura A 9) utilizando o software Data 

Viewer (V1.5.2.4,Bruker-MicroCT). Para a realização da análise quantitativa (Figura A 

10), foi utilizado o software CTAn (V1.15.4.0,Bruker-MicroCT). Deste modo, foi 

calculada a alteração volumétrica, em porcentagem, para cada período experimental. 

 
Figura A 6 – Imagem demonstrativa, ilustrando corpos de prova utilizados para 
avaliação da alteração volumétrica, que foram mantidos em frascos com água 

destilada pelos períodos de 7 e 30 dias. 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 
 

Figura A 7 – Imagem demonstrativa, ilustrando corpos de prova dispostos para 
escaneamento pelo microtomógrafo SkyScan 1176 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 
 

Figura A 8 – Imagem demonstrativa, ilustrando a reconstrução, com o programa 
Nrecon. 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Figura A 9 – Imagem demonstrativa da sobreposição das imagens (após 
reconstrução), utilizando o software Data Viewer 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 
 
 

Figura A 10 – Imagem demonstrativa da análise de imagem reconstruída, realizada 
com o programa CTAn 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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APÊNDICE B – METODOLOGIA DETALHADA EMPREGADA NA PUBLICAÇÃO 2 

 

B 1 Avaliação da atividade antibimicrobiana 

Todos os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo 

laminar (Telstar Technologies, S.L.–BV 100, Terrassa, Espanha), utilizando cepas 

padrão de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231). 

Para a reativação dos microrganismos, utilizou-se meio de cultura Triptic soy broth – 

TSb (Difco Detroit, MI, EUA) para E. faecalis; RPMI Medium 1640 (Gibco, NY, EUA) 

para C. albicans e dual-espécies, permanecendo em estufa a 37 ºC overnight. A 

concentração dos inóculos microbianos foi de 1 x 108 UFC mL-1, e o ajuste da densidade 

ótica (DO) foi realizado em espectrofotômetro (600 Plus, Femto, SP)                                            

 

B 1.1 Ensaio cristal violeta  

O ensaio cristal violeta (Figura B 1) foi realizado para a quantificação da redução 

de biomassa dos biofilmes mono- e dual-espécies de E. faecalis e/ou C. albicans 

(ajustados em 1 x 108 CFU mL-1), após contato com os materiais avaliados. Para a 

formação dos biofilmes mono- e dual-espécies de E. faecalis e/ou C. albicans, 200 µL 

de alíquotas de suspensão bacteriana padronizada foram distribuídas em cada um dos 

poços de placas de cultura de 96 poços, sendo uma placa para cada cepa. Após a 

realização de testes piloto, foram estabelecidos os períodos para formação dos 

biofilmes. O período para a formação dos biofilmes de C. albicans e dual-espécies foi 

de 48 horas, utilizando RPMI (Difco Detroit, MI, EUA), enquanto que para a formação 

do biofilme de E. faecalis foi de 72 h, utilizando meio TSb ambos suplementados com 

D-(+)-Glucose. Para a obtenção dos eluídos dos cimentos, cada um deles foi mantido 

em contato com 2 mL de solução fisiológica, em microtubos, permanecendo em estufa 

a 37 ºC por 48 horas. O sobrenadante foi removido e os eluídos foram filtrados em filtro 

de 0,20 µm, para evitar que cristais de cimento se precipitassem sobre o corante e 

eliminar possível contaminação. Decorrido o período de formação do biofilme, foi 

realizada a lavagem de cada um dos poços por duas vezes com 200 µL de PBS 1x (pH 

7,2), e então aplicou-se 200 µL dos eluídos em cada poço (n = 8 por grupo). As placas 

foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Na sequência, os eluídos foram removidos e 

cada poço foi lavado com água destilada. As placas foram secas à temperatura 

ambiente por 24 horas. Após este período, foi adicionado 200 µL de solução cristal 

violeta a 0,1% (Synth, Diadema, SP, Brazil), em cada um dos poços das placas de 
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cultura, permanecendo em contato durante 20 minutos, em temperatura ambiente. O 

excesso de corante foi removido após lavagem com água destilada. Após secagem das 

placas em temperatura ambiente, o corante ligado às células aderentes foi solubilizado 

com ácido acético a 33% durante 5 minutos. Para quantificar a biomassa de biofilme 

remanescente após o tratamento, foi medida a absorbância (DO=590 nm) usando 

espectrofotômetro UVM 340 (ASYS, Nova Analítica, São Paulo, SP, Brasil). Para o 

controle positivo foi utilizada solução salina estéril.  O experimento foi realizado em 

triplicata em dois momentos diferentes. 

 
 
Figura B 1 – Imagem representativa de uma placa utilizada no ensaio cristal 

violeta, após leitura em espectrofotômetro. 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 93 

APÊNDICE C – METODOLOGIA DETALHADA CORRESPONDENTE ÀS 

PUBLICAÇÕES 2 E 3 

 

 C 1 Avaliação da atividade antibimicrobiana 

 

C 1.1 Teste de contato direto modificado 

Esta análise (Figura C 1) foi realizada, após aprovação da Comissão de ética no 

uso de animais (CEUA), da Faculdade de Odontologia de Araraquara (24/2019), 

conforme ANEXO C. Para a obtenção do substrato para a formação do biofilme, foram 

utilizados incisivos centrais bovinos com raízes completamente formadas. As raízes 

foram fixadas em placas de madeira (4,5 cm X 4,5 cm) com o auxílio de cera pegajosa 

em bastão (Asfer, Indústria Química Ltda, São Caetano do Sul, SP, Brasil). O corte das 

coroas foi realizado com o uso de discos de carborundum, em baixa rotação, com peça 

reta. Na sequência, as raízes foram seccionadas para a obtenção de blocos de dentina 

com dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x comprimento x espessura). Todos 

os cortes foram realizados em uma máquina de corte de precisão (Isomet 1000 – 

Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). A seleção dos blocos de dentina a serem utilizados foi 

feita após conferirmos as dimensões dos mesmos com o auxílio de um paquímetro 

digital. Em seguida, os blocos de dentina foram colocados em um frasco contendo 

EDTA (5%), o qual foi levado à cuba ultrassônica por 1 minuto. Após enxague, os blocos 

de dentina bovina foram então inseridos em um tubo de ensaio contendo água 

destilada, e foram esterilizados a 120 ºC por 20 min. Para o grupo no qual foi analisada 

a atividade antimicrobiana frente ao biofilme de E. faecalis, foram dispensados 2 mL de 

meio TSb puro contendo 1% do inóculo, em cada poço de uma placa de cultura de 24 

poços, deixando os blocos de dentina totalmente submersos. Para os grupos nos quais 

foi avaliada a ação dos materiais frente aos biofilmes de C. albicans e dual-espécies 

utilizou-se 2 mL de meio RPMI Medium 1640 (Gibco, NY, EUA) contendo 1% do inóculo. 

Na avaliação realizada na Publicação 2, as placas, contendo os blocos de dentina e o 

inóculo de E. faecalis, permaneceram em incubadora de bancada com agitação orbital 

(modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) em 

ambiente de microaerofilia, a 37 ºC, durante 14 dias. O meio de cultura foi renovado a 

cada 48 horas, sem a adição de novos microrganismos. A atividade antibiofilme dos 

materiais foi determinada após 15 horas de contato entre os blocos de dentina bovina 

contendo biofilme e os discos dos cimentos avaliados, conforme estudos anteriores10,11.  
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Para a confecção dos discos de cimentos, estes foram manipulados e inseridos em 

moldes de silicone medindo 7 mm de diâmetro x 1 mm de espessura interna, e mantidos 

em estufa a 37 °C e umidade controlada, durante 48 horas. Transcorrido o período pós-

manipulação, os corpos de prova foram removidos da matriz, esterilizados em luz 

ultravioleta (30 minutos cada lado), e colocados sobre cada um dos blocos de dentina 

contendo o biofilme formado e lavados previamente em solução salina para remoção 

de bactérias planctônicas. Os conjuntos formados pelos blocos de dentina e os discos 

de cimentos (n=6) foram acomodados em Placas de Petri. Para evitar o ressecamento, 

foi gotejado 20 μL de solução salina estéril sobre cada um dos conjuntos. No grupo 

controle os biofilmes entraram em contato com discos de teflon, servindo de 

comparação para os resultados. Na análise desenvolvida para a Publicação 3, foi feita 

uma modificação na metodologia, e a avaliação da atividade antibiofilme foi realizada 

após 15 horas de contato entre os blocos de dentina contendo biofilme e os eluídos de 

cada um dos materiais, na concentração de 25 mg/mL. Nesta análise, as placas 

contendo os blocos de dentina e os inóculos (E. faecalis, C. albicans e dual-espécies) 

permaneceram durante 7 dias em incubadora de bancada com agitação orbital (modelo 

Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de 

microaerofilia, a 37 ºC. O meio de cultura de cada uma das placas foi renovado a cada 

48 horas, sem a adição de novos microrganismos. Para a formação dos eluídos dos 

materiais avaliados, depositou-se 250 mg de cada cimento em tubos Falcon de 15 mL, 

e adicionou-se 10 mL de água destilada estéril. Os tubos contendo os eluídos foram 

agitados em vórtex por 1 minuto, e em seguida permaneceram por 30 minutos em 

câmara de fluxo e luz ultravioleta, e foram colocados em estufa a 37 °C, onde 

permaneceram por 48 h. Na sequência, cada um dos blocos foi transferido para um 

microtubo contendo 500 µL de cada eluído filtrado. Foi incluído um grupo controle onde 

os blocos de dentina contendo biofilme entraram em contato com solução salina, para 

servir como comparação para os resultados. O tempo de contato entre os blocos de 

dentina contendo biofilme e os eluídos foi de 15 h, e os microtubos permaneceram em 

estufa a 37°C. Após o período de contato, em ambas as análises (Publicação 2 e 

Publicação 3) os blocos de dentina contendo o biofilme remanescente, inclusive o grupo 

controle, foram individualmente colocados em microtubos contendo 1 mL de solução 

salina estéril e pérolas de vidro, e depois agitados em vórtex (modelo Q220, Quimis 

Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 1 minuto, para permitir a 

suspensão dos microrganismos. Na sequência, foi realizada a diluição decimal seriada 
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da seguinte maneira: transferiu-se 100 µL da suspensão deste tubo “mãe” para outro 

microtubo contendo 900 µL de solução salina estéril, e assim por diante, totalizando 

quatro diluições. Deste modo, foram plaqueadas três alíquotas de 20 μL de cada uma 

das suspensões, sendo distribuídas em placas de Petri contendo o meio de cultura 

Tryptic soy agar (TSa) para os grupos contaminados por E. faecalis, Sabouraud 

Dextrose agar (SDa) para os grupos contaminados por C. albicans, m-Enterococcus e 

Das- cloranfenicol para a análise dos biofilmes dual-espécies. As placas foram 

incubadas a 37ºC por 48 h. A leitura dos resultados de cada uma das placas de cultura 

foi realizada de modo a obter a média do número de UFC mL-1 das três áreas de 

crescimento bacteriano, na diluição onde apresentou um número de colônias entre 5 e 

50 em cada área. A partir destas médias foi calculado o número de UFC mL-1 após o 

período de contato. Os dados foram submetidos à transformação logarítmica (log10) e 

o resultado de cada grupo foi calculado a partir da média dos seus espécimes. 

 

Figura C 1- Imagens representativas do teste de contato direto modificado, 
demonstrando os blocos de dentina bovina submersos em meio de cultura contendo o 
inóculo, em uma placa de cultura de 24 poços (A); e plaqueamento de três alíquotas de 
20 μL de cada uma das suspensões, em placa de Petri (B). 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

C 2 Avaliação de viabilidade celular 

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados sob condições assépticas, em 

câmara de fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil). 

 

C 2.1 Cultura celular 

Para o estudo da viabilidade celular foram utilizadas células Saos-2 (ATCC HTB-

85), que são células osteoblásticas derivadas de osteossarcoma humano(12). Deste 

modo, as células Saos-2 foram cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangdong, 
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Guangzhou, Luokan, China), contendo meio Dulbecco modificado (DMEM; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, 

Life Technologies, Grand Island, NY, USA), penicillina (100 IU/mL), e estreptomicina 

(100 lg/mL), sendo mantidos à 37 ºC, 95% de umidade e 5% de CO2, até a confluência. 

Na sequência, as células aderentes em fase de crescimento logarítmico foram então 

detectadas pela mistura de tripsina/ácido etilenodiaminotetracético (0,25%) (Sigma-

Aldrich), por 3 minutos à uma temperatura de 37 ºC. 

 

C 2.2 Preparo dos extratos 

Os cimentos avaliados foram manipulados sobre uma placa de vidro estéril, com 

exceção daqueles prontos para uso, que foram avaliados sem a adição de hipoclorito 

de cálcio. No fundo de poços vazios de placas de cultura de 12 poços (314.0 mm2 área 

e 3.0 mm altura) (Jet Biofil) colocou-se 0,5 g de cada um dos materiais. Estas placas 

foram armazenadas por 24 horas em estufa a 37 ºC, 95% de umidade, 5% CO2 (até a 

completa presa dos materiais). Em seguida, com o objetivo de prevenir contaminação, 

as placas contendo os materiais foram expostas a luz UV13. Na sequência, para criar o 

extrato de cada um dos materiais avaliados (ISO 10993-5 2005)14, 5 mL de meio de 

cultura DMEM sem soro foi colocado em cada um dos poços contendo os cimentos, e 

as placas foram mantidas por 24 h em estufa a 37 ºC, 95% de umidade, 5% CO2 (Figura 

C 2). Após este período foram preparadas as diluições dos extratos dos cimentos (1:1, 

1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 na Publicação 2; e 1:5, 1:10 e 1:20 na Publicação 3). O cimento 

AH Plus foi utilizado como material de referência14. 

 

 

Figura C 2 – Imagem demonstrativa do preparo dos extratos utilizados para os 
ensaios de viabilidade 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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C 2.3 Viabilidade celular 

A avaliação da viabilidade celular frente aos extratos dos cimentos endodônticos 

foi realizada por meio dos ensaios vermelho neutro (NR) e 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- 

brometo de difenil-tetrazólio  (MTT). Com o objetivo de obter células aderentes antes 

da exposição aos materiais, as células Saos-2 foram plaqueadas na concentração de 

1x105 células/mL em placas de 96 poços (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado 

com 10% de SFB, e foram cultivadas por 24 horas a 37 ºC, 95% de umidade e 5% CO2. 

Na sequência as células foram expostas aos extratos dos cimentos em diferentes 

diluições, além do controle negativo, meio DMEM sem soro, e controle positivo, DMSO 

20%15.  

 

C 2.3.1 Ensaio vermelho neutro (NR) 

Para a realização do ensaio NR (Figura C 3), as células Saos-2 permaneceram 

por 24 horas em contato com os extratos dos cimentos nas diferentes diluições (1:1, 

1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 na Publicação 2; e 1:5, 1:10 e 1:20 na Publicação 3), bem 

como ao controle negativo (meio DMEM sem soro) e controle positivo (DMSO 20%). 

Decorrido este período, os extratos foram substituídos por 0.1 mL de meio DMEM 

incompleto (sem SFB) contendo 50 μg NR/mL (Sigma-Aldrich), seguido de incubação 

a 37 ºC, 95% de umidade e 5% de CO2 por 3 horas.  Na sequência, procedeu-se a 

remoção do corante e solubilização do produto colorimétrico com 100 μL de etanol a 

50% e solução de ácido acético a 1% (Sigma-Aldrich). A densidade óptica foi 

mensurada em espectrofotômetro UVM 340 (ASYS, Nova Analítica, São Paulo, SP, 

Brasil), a 570 nm. Triplicatas idênticas foram preparadas para cada reação e o 

experimento foi repetido três vezes independentemente (n=3). 

 
Figura C 3 – Imagem representativa de uma placa de cultura de 96 poços após 

realização de ensaio vermelho neutro. 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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C 2.3.2 Ensaio MTT 

O ensaio MTT (Figura C 4) foi realizado simultaneamente ao ensaio NR, e as 

células Saos-2 foram expostas por 24 horas aos extratos dos cimentos nas diferentes 

diluições (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 na Publicação 2; e 1:5, 1:10 e 1:20 na 

Publicação 3), bem como ao controle negativo (meio DMEM sem soro) e controle 

positivo (DMSO 20%). Uma segunda análise foi realizada para o estudo da Publicação 

2, na qual a viabilidade celular (1 x 104 células/mL) foi avaliada pelos períodos de 1, 3 

e 7 dias, utilizando extratos dos materiais na diluição de 1:8. Nesta análise os extratos 

foram renovados a cada 2 dias. Imediatamente após cada período experimental, o meio 

foi trocado por 100 μL de DMEM contendo solução de MTT 5 mg/mL (Sigma-Aldrich) e 

as placas foram incubadas durante 3 horas, a 37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2. 

Em seguida, cada um dos poços foi lavado com PBS 1X (tampão fosfato) e adicionou-

se 100 μL de isopropanol acidificado 0,04 N (Sigma-Aldrich) para solubilizar o formazan. 

Um espectrofotômetro UVM 340 (ASYS, Nova Analítica, São Paulo, SP, Brasil), foi 

utilizado para mensurar a densidade óptica (570 nm). Triplicatas idênticas foram 

preparadas para cada reação e o experimento foi repetido três vezes 

independentemente (n=3). 

 
Figura C 4 – Imagem representativa de uma placa de cultura de 96 poços  

após realização de ensaio MTT 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Análise dos resultados  

Para todos os subprojetos, os resultados obtidos foram submetidos a teste de 

normalidade, e posteriormente submetidos aos testes estatísticos adequados 

(ANOVA/Tukey, ANOVA/Bonferroni, Kruskal-Wallis/Dunn), com 5% de significância. 
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