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Bronzel CLZ. Desenvolvimento e avaliação de cimentos endodônticos à base de 
silicatos de cálcio [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 
da UNESP; 2018. 
 
RESUMO 
Novos cimentos endodônticos à base de silicatos de cálcio são propostos na busca 
de materiais com potencial bioativo. Publicação 1: Desenvolvimento e avaliação 
físico-química de dois cimentos endodônticos experimentais compostos por silicato 
tricálcico, silicato dicálcico, fosfato de cálcio monobásico, hidróxido de cálcio, óxido 
de zircônio e tungstato de cálcio; manipulados com polietilenoglicol - Experimental 1 
(EXP1) ou com polietilenoglicol e hidrogel de quitosana - Experimental 2 (EXP2). 
TotalFill BC sealer (TF) e AH Plus (AHP) foram usados para comparação. Tempo de 
presa, escoamento e radiopacidade foram avaliados com base nas normas ISO 
6876. Avaliou-se pH por um pHmetro digital, nos períodos de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 
21 dias. Avaliou-se solubilidade pela perda de massa após imersão em água 
destilada por 7 e 30 dias. Os dados obtidos foram submetidos aos testes ANOVA e 
Tukey (α=0,05). EXP2 e EXP1 apresentaram maior tempo de presa (P<0,05). 
Radiopacidade e escoamento de EXP1 e EXP2 atendem às normas da ISO 6876. 
EXP1 apresentou radiopacidade semelhante à TF (P>0,05) e maior que EXP2 
(P<0,05). EXP1 apresentou escoamento semelhante à AHP (P>0,05) e maior que 
EXP2 (P<0,05).  EXP1 e EXP2 apresentaram maior solubilidade após 7 dias 
(P<0,05). Após 30 dias de imersão, solubilidade de EXP1 foi semelhante à TF 
(P>0,05). EXP1, EXP2 e TF apresentaram pH alcalino em todos os períodos 
experimentais. Conclui-se que EXP1 apresenta tempo de presa, radiopacidade, 
escoamento, solubilidade e pH adequados, e potencial para utilização como cimento 
endodôntico. Publicação 2: Avaliação das propriedades biológicas e 
antimicrobianas do cimento Experimental (EXP1), que apresentou melhores 
resultados em avaliação de propriedades físico-químicas, agora denominado EXP. 
AHP e TF foram usados para comparação. Citocompatibilidade foi avaliada pelos 
ensaios de metil tetrazólio (MTT) e vermelho neutro (NR), após exposição de Saos-2 
aos extratos dos cimentos por 24 h. Bioatividade celular foi analisada pela atividade 
de fosfatase alcalina (ALP). Ensaio coloração vermelho de alizarina (ARS) foi 
realizado para avaliação do potencial de mineralização. Atividade antimicrobiana foi 
avaliada por testes de contato direto sobre células planctônicas (TCDCP) e de 
contato direto modificado (TCDM). Dados obtidos em MTT, NR e ALP foram 
analisados por Two Way ANOVA e Bonferroni, os obtidos por ARS pelos testes 
ANOVA e Tukey, e os microbiológicos pelos testes Kruskall-Wallis e Dunn (α=0,05). 
EXP, TF e AHP não apresentaram citotoxicidade para Saos-2 nos ensaios MTT e 
NR, e foram similares ao controle negativo (P>0,05). Maior ALP foi observada após 
sete dias de exposição de Saos-2 ao extrato de AHP e EXP. Maior formação de 
nódulos de mineralização ocorreu para TF e EXP (P<0,05). EXP e TF, no TCDCP, 
reduziram mais UFC de Enterecoccus faecalis em comparação a AHP e controle 
(P<0,05), e eliminaram Candida albicans. No TCDM, EXP e TF apresentaram maior 
redução de UFC de E. faecalis em comparação a AHP e controle (P<0,05). Conclui-
se que EXP apresenta biocompatibilidade, bioatividade celular, induz a formação de 
nódulos de mineralização e apresenta atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C. 
albicans. EXP apresenta potencial para uso clínico em endodontia.   
 
Palavras-chave: Materiais biocompatíveis. Endodontia. Enterococcus faecalis.  
 



 

Bronzel CLZ. Development and evaluation of calcium silicate-based endodontic 
sealers [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 
UNESP; 2018. 
 
ABSTRACT 
New calcium silicate-based endodontic cements are proposed in the search for 
materials with bioactive potential. Publication 1: Development and physical-chemical 
evaluation of two experimental endodontic cements composed of tricalcium silicate, 
dicalcium silicate, monobasic calcium phosphate, calcium hydroxide, zirconium oxide 
and calcium tungstate; handled with polyethylene glycol - Experimental 1 (EXP1) or 
with polyethylene glycol and chitosan hydrogel - Experimental 2 (EXP2). TotalFill BC 
sealer (TF) and AH Plus (AHP) were used for comparison. Setting time, flow and 
radiopacity were evaluated based on ISO 6876. pH was evaluated with a digital pH 
meter, in the periods 3 and 12 hours, 1, 7, 14 and 21 days. Solubility was evaluated 
by mass loss after immersion in distilled water for 7 and 30 days. Data were 
submitted to ANOVA and Tukey tests (α=0.05). EXP2 and EXP1 presented higher 
setting time (P<0.05). Radiopacity and flow of EXP 1 and EXP2 meet ISO 6876 
standards. EXP1 presented radiopacity similar to TF (P>0.05) and higher than EXP2 
(P<0.05). EXP1 presented similar flow to AHP (P>0.05) and higher than EXP2 
(P<0.05). EXP1 and EXP2 presented higher solubility after 7 days (P<0.05). After 30 
days of immersion, solubility of EXP1 was similar to TF (P>0.05). EXP1, EXP2 and 
TF presented alkaline pH in all experimental periods. It is concluded that EXP1 
presents proper setting time, radiopacity, flow, solubility and pH, and it has potential 
for use as endodontic cement. Publication 2: Evaluation of the biological and 
antimicrobial properties of Experimental cement (EXP1) that presented better results 
in the evaluation of physicochemical properties, and now denominated EXP. AHP 
and TF were used for comparison. Cytocompatibility was evaluated by the methyl 
tetrazolium (MTT) and neutral red (NR) assays, after exposure of SAOS-2 to the 
extracts of the cements for 24 h. Cell bioactivity was analyzed by alkaline 
phosphatase activity (ALP). Red alizarin staining test (ARS) was performed to 
evaluate the mineralization potential. Antimicrobial activity was evaluated by modified 
direct contact tests (TCDM) and direct contact with planktonic cells (TCDCP). Data 
obtained in MTT, NR and ALP were analyzed by Two Way ANOVA and Bonferroni, 
and those obtained by ARS by the ANOVA and Tukey tests, and the microbiological 
ones by the Kruskall-Wallis and Dunn tests (α=0.05). EXP, TF and AHP showed no 
cytotoxicity for Saos-2 in the MTT and NR assays, and were similar to the negative 
control (P>0.05). Higher ALP was observed after seven days of exposure of Saos-2 
to the extract of AHP and EXP. Greater formation of mineralization nodules occurred 
for TF and EXP (P<0.05). EXP and TF, in the TCDCP, reduced more CFU of 
Enterococcus faecalis compared to AHP and control (P<0.05), and eliminated 
Candida albicans. In the TCDM, EXP and TF showed greater reduction of CFU of E. 
faecalis compared to AHP and control (P<0.05). It is concluded that EXP presents 
biocompatibility, cellular bioactivity, induces the formation of mineralization nodules 
and presents antimicrobial activity on E. faecalis and C. albicans. EXP has potential 
for clinical use in endodontics. 
 
Keywords: Biocompatible materials. Endodontics. Enterococcus faecalis. 
 
 
 



 

SUMÁRIO 
 

 

1 INTRODUÇÃO  .................................................................................13 

 

2 PROPOSIÇÃO ..................................................................................17 

 

3 PUBLICAÇÕES ................................................................................18 

3.1 Publicação 1 .................................................................................18 

3.2 Publicação 2 .................................................................................32 

 

4 DISCUSSÃO  ....................................................................................52 

 

5 CONCLUSÃO  ..................................................................................56 

 

  REFERÊNCIAS  .................................................................................57 

 

  APÊNDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA CORRESPONDENTE À 

PUBLICAÇÃO 1................................................................................... 63 

 

  APÊNDICE B - METODOLOGIA EXPANDIDA CORRESPONDENTE À 

PUBLICAÇÃO 2................................................................................... 68 

 

  ANEXO A - APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS............................................................................................... 76 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13 

 

 1 INTRODUÇÃO  

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

como materiais reparadores (MTA)1, sendo atualmente empregados também como 

materiais obturadores de canais radiculares2, 3. As principais vantagens dos 

materiais de silicato de cálcio em endodontia decorrem de suas propriedades físico-

químicas e biológicas2.   

O MTA apresenta na sua composição 80% de cimento Portland e 20%  de 

óxido de bismuto como agente radiopacificador4. Cimento Portland é composto por 

silicato tricálcico, silicato dicálcico e aluminato tricálcico5. O silicato tricálcico puro, 

principal componente do Cimento Portland, é utilizado no desenvolvimento de 

biomateriais reparadores e cimentos endodônticos4, com a vantagem de não 

apresentar metais pesados que podem estar presentes no cimento Portland6. O 

silicato tricálcico, demonstra bioatividade7 e capacidade de promover formação de 

hidroxiapatita8, 9. O silicato dicálcico, também presente no MTA, apresenta 

biocompatibilidade, bioatividade, e também é usado na composição de cimentos 

endodônticos10. 

As excelentes propriedades físico-químicas e biológicas dos silicatos de cálcio 

levam ao desenvolvimento de cimentos endodônticos para obturação de canais 

radiculares11. Como exemplos destes materiais, o Neo MTA Plus (Avalon Biomed 

Inc, New York, USA), o iRoot SP (Inovate BioCeramix, Inc., Vancouver, Canadá), o 

Sealer Plus BC – Cimento Biocerâmico (MK Life, Porto Alegre, RS, Brasil), além dos 

cimentos EndoSequence BC Sealer (Brasseler USA, Savannah, GA) e o TotalFill BC 

Sealer (FKG, La Chaux‐de‐Fonds, Switzerland; Brasseler, Savannah, Georgia, 

USA). Deste modo, estes materiais servem de base para o desenvolvimento de 

novos materiais de silicato de cálcio. 

Os cimentos à base de silicatos de cálcio podem apresentar dificuldade de 

manipulação e escoamento12. Assim, diferentes veículos são utilizados no 

desenvolvimento de cimentos endodônticos à base de silicato de cálcio. De acordo 

com o fabricante, o veículo do Neo MTA Plus é um gel que contém agente 

espessante e polímeros solúveis em água. O Sealer Plus BC apresenta como 

veículo o propilenoglicol. O polietilenoglicol é amplamente utilizado como veículo em 

pastas de hidróxido de cálcio, utilizadas como medicação intracanal13.  Até o 
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momento, não existem estudos utilizando polietilenoglicol como veículo de cimentos 

endodônticos à base de silicato de cálcio. 

A quitosana tem merecido atenção, por apresentar  ação antibacteriana, 

citocompatibilidade, e a capacidade de se ligar a fatores de crescimento 

microbiano14. A incorporação de quitosana em cimentos endodônticos pode 

promover a inibição da penetração e a colonização bacteriana na interface cimento-

dentina após o tratamento endodôntico15. Esta propriedade da quitosana pode 

dificultar a persistência de microrganismos no sistema de canais radiculares, em 

áreas inacessíveis como no interior dos túbulos dentinários, favorecendo o sucesso 

do tratamento endodôntico16. 

Enterococcus faecalis estão frequentemente associadas aos casos de fracasso 

do tratamento endodôntico e lesões periapicais persistentes17, 18. Estes 

microrganismos são resistentes19, apresentam a capacidade de invadir os túbulos 

dentinários, mantendo-se viáveis no interior dos mesmos, além de aderir ao 

colágeno20 e se organizarem em biofilme aderido à dentina21. Deste modo, este é o 

microrganismo mais comumente utilizado em estudos in vitro para avaliar a eficácia 

antimicrobiana de cimentos endodônticos22. 

Candida albicans são fungos encontrados em infecções endodônticas, que 

apresentam capacidade de penetração na dentina e túbulos dentinários23. Estes 

microrganismos apresentam resistência à antibióticos e soluções irrigadoras 

utilizadas durante o tratamento endodôntico, estando também relacionados aos 

casos de insucesso do tratamento endodôntico24.   

Os microrganismos acima citados podem permanecer em áreas inacessíveis 

do sistema de canais radiculares, mesmo após a irrigação, instrumentação e 

utilização de medicação intracanal. Portanto, o uso de um cimento endodôntico com 

atividade antimicrobiana pode auxiliar no combate à infeção endodôntica 

residual25, 26, associada aos casos de fracasso na terapia endodôntica16.  

Alguns materiais à base de silicatos de cálcio como o MTA e o MTA Plus27 

apresentam em sua composição óxido de bismuto como agente radiopacificador. No 

entanto, há evidências de que este agente radiopacificador inibe a proliferação 

celular(28), diminui a estabilidade mecânica29 e aumenta a porosidade do cimento30, 

além de causar manchamento dental27. O óxido de bismuto é substituído por óxido 

de tântalo no Neo MTA Plus, promovendo radiopacidade satisfatória, não 

interferindo no processo de hidratação, além de não causar descoloração dental27. O 
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tungstato de cálcio proporciona radiopacidade adequada31. O óxido de zircônio e o 

tungstato de cálcio são os agentes radiopacificadores do AH Plus, que apresenta 

radiopacidade satisfatória2, 32, 33. Alguns cimentos endodônticos à base de silicatos 

de cálcio, como o Endosequence BC sealer2 e o TotalFill BC sealer, apresentam o 

agente radiopacificador óxido de zircônio, e adequada radiopacidade32.  

O BC Sealer, que é um material hidrofílico, demonstrou capacidade seladora 

maior que dos sistemas de obturação guta-percha e cimentos hidrofóbicos34, e pode 

promover maior resistência à fratura35-37. O BC Sealer apresenta maior 

citocompatibilidade e bioatividade celular em relação aos cimentos AH Plus e MTA 

Fillapex38. Suas propriedades físico-químicas atendem as especificações ISO 

6876/200139, é biocompatível11, 40, promove formação de fase fosfato de cálcio 

quando em contato com solução fisiológica41, proporciona pH alcalino e liberação 

íons cálcio2, além de apresentar ação antimicrobiana sobre E. faecalis que continua 

mesmo após a presa do material26.  

As propriedades físico-químicas dos cimentos obturadores podem ser 

caracterizadas por meio de testes como tempo de presa, escoamento e 

solubilidade42. Outra propriedade importante é a radiopacidade, que permite a 

observação do cimento endodôntico em relação às estruturas anatômicas43, 44. A 

citotoxicidade de novos cimentos endodônticos deve ser avaliada45, uma vez que 

seu efeito tóxico sobre os tecidos periapicais pode interferir no sucesso do 

tratamento endodôntico40, 46. A atividade antimicrobiana de um cimento endodôntico 

é uma propriedade importante podendo favorecer a eliminação de microrganismos 

residuais após obturação dos canais radiculares19.   

Os materiais à base de silicatos de cálcio, devido às suas propriedades físico-

químicas e biológicas, apresentam papel importante como material reparador e 

obturador dos canais radiculares, substituindo muitos materiais utilizados em 

diversas aplicações clínicas12. Estes materiais apresentam ainda ação alcalinizante47 

e  contínua difusão de hidróxido de cálcio, que contribuem para sua ação 

antimicrobiana por longos períodos26. 

Diante do exposto, este estudo visa o desenvolvimento e avaliação das 

propriedades físico-químicas, biológicas e antimicrobianas de cimentos endodônticos 

experimentais compostos por silicato tricálcico, silicato dicálcico, hidróxido de cálcio, 

fosfato de cálcio monobásico, óxido de zircônio e tugstato de cálcio. Serão avaliados 

como agentes espessantes, o polietilenoglicol, e associação de hidrogel de 
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quitosana e polietilenoglicol, com o intuito de obter um cimento endodôntico com 

aplicabilidade clínica.  
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2 PROPOSIÇÃO 

 

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de cimentos experimentais 

à base de silicatos de cálcio, assim como a avaliação de suas propriedades físico-

químicas. Ainda, foram avaliadas as propriedades biológicas e antimicrobianas do 

cimento experimental com melhores resultados nos testes físico-químicos. 

 

Publicação 1 

Desenvolvimento e avaliação de dois cimentos experimentais à base se 

silicatos de cálcio, e avaliação de suas propriedades físico-químicas por meio de: 

1. Tempo de presa 

2. Radiopacidade 

3. Solubilidade 

4. Escoamento 

5. pH 

 

Publicação 2 

Avaliação das propriedades biológicas e antimicrobianas do cimento 

experimental que apresentou melhores resultados na publicação 1, por meio de: 

1. Ensaio MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de difenil-tetrazólio) 

2. Ensaio Vermelho Neutro 

3. Atividade de fosfatase alcalina 

4. Coloração vermelho de alizarina 

5. Teste de contato direto modificado: atividade antibiofilme 

6. Teste de contato direto sobre células planctônicas 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

3 PUBLICAÇÕES  

3.1 Publicação 1* 

Desenvolvimento e avaliação físico-química de cimento endodôntico 

experimental à base de silicatos de cálcio 

 

Resumo  

Objetivo: Avaliar propriedades físico-químicas de cimentos experimentais 

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

hidróxido de cálcio, óxido de zircônio e tungstato de cálcio, manipulados com 

polietilenoglicol (Experimental 1 - EXP1) ou polietilenoglicol e hidrogel de quitosana 

(Experimental 2 - EXP2). AH Plus (AHP) e TotalFill BC sealer (TF) foram utilizados 

para comparação. 

Metodologia: Tempo de presa, escoamento e radiopacidade foram avaliados com 

base nas normas da ISO 6876. O pH foi avaliado por meio de pHmetro digital, nos 

períodos de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias. Solubilidade foi avaliada pela perda de 

massa após imersão em água por 7 e 30 dias. Os dados foram submetidos aos 

testes ANOVA e Tukey, com significância de 5%. 

Resultados: EXP2 e EXP1 apresentaram os maiores tempos de presa e 

radiopacidade, e escoamento de acordo com ISO 6876.  EXP1 apresentou 

radiopacidade maior que de EXP2 (P < 0.05), e semelhante à de TF (P > 0.05). 

EXP2 apresentou solubilidade maior que EXP1, e ambos apresentaram solubilidade 

maior que AHP e TF (P < 0.05), após 7 de imersão. Após 30 dias de imersão, 

solubilidade de EXP1 foi semelhante ao TF (P > 0.05). Escoamento (mm e mm2) de 

EXP1 foi semelhante ao de AHP (P > 0.05), e maior que de EXP2 (P < 0.05). Em 

todos os períodos experimentais EXP1, EXP2 e TF apresentaram pH alcalino.  

Conclusões: EXP1 apresenta tempo de presa, radiopacidade, escoamento, 

solubilidade e pH adequados, com potencial para aplicação clínica. 

 

Palavras-chave: biomateriais, endodontia, silicato tricálcico. 

 

 

_____________________ 
*Artigo nas normas do periódico International Endodontic Journal, ao qual será submetido. 
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Introdução 

Introduzidos na odontologia como materiais reparadores (Parirokh et al. 2018), 

os cimentos à base de silicatos de cálcio são também utilizados para obturação dos 

canais radiculares (Candeiro et al. 2012, Zhou et al. 2015). Como exemplos, Neo 

MTA Plus (Avalon Biomed Inc.), Endosequence BC Sealer (Brasseler USA, 

Savannah, GA) e TotalFill BC Sealer (FKG, La Chaux‐de‐Fonds, Switzerland; 

Brasseler, Savannah, Georgia, USA) são cimentos à base de silicatos de cálcio para 

obturação dos canais radiculares.  

Neo MTA Plus é composto por silicato tricálcico, silicato dicálcico, sulfato de 

cálcio, sílica e óxido de tântalo. É um cimento biocompatível, que induz atividade de 

fosfatase alcalina e formação de nódulos de mineralização (Tanomaru-Filho et al. 

2017 a), e não causa descoloração dental (Camilleri 2015).  

 Endosequence BC Sealer e TotalFil BC Sealer são cimentos biocerâmicos, 

pré-misturados, prontos para uso e apresentam composição semelhante. O BC 

Sealer é composto por óxido de zircônio, silicatos de cálcio, fosfato de cálcio 

monobásico, hidróxido de cálcio e agentes espessantes (Hess et al. 2011). 

Apresenta citocompatibilidade (Rodríguez-Lozano et al. 2017), pH alcalino, liberação 

de íons cálcio, e propriedades físico-químicas que atendem as recomendações da 

ISO 6876, como radiopacidade, escoamento (Candeiro et al. 2012) e solubilidade 

(Zhou et al. 2013). A partir da composição destes cimentos comerciais, novos 

materiais obturadores podem ser desenvolvidos com silicatos de cálcio, 

radiopacificadores e veículos. 

O AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany) é um cimento à base 

de resina epóxi, considerado padrão-ouro em relação às suas propriedades físico-

químicas (Almeida et al. 2017). Apresenta escoamento, radiopacidade, tempo de 

presa adequados, além de estabilidade dimensional e baixa solubilidade (Garrido et 

al. 2010). 

O óxido de zircônio proporciona adequada radiopacidade aos cimentos 

endodônticos à base de silicatos de cálcio Endosequence BC Sealer (Candeiro et al. 

2012) e TotalFill BC Sealer (Tanomaru-Filho et al. 2017 b). O tungstato de cálcio, 

quando associado ao cimento à base de silicato de cálcio, proporciona 

radiopacidade satisfatória (Bosso-Martelo et al. 2016). O AH Plus apresenta 

radiopacidade adequada por meio da associação de óxido de zircônio e tungstato de 
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cálcio em sua composição (Candeiro et al. 2012, Tanomaru-Filho et al. 2017 b, 

Viapiana et al. 2014). 

 Veículos são propostos para a manipulação de cimentos à base de silicatos de 

cálcio visando adequada consistência e aplicabilidade clínica (Prati e Gandolfi 2015). 

O polietilenoglicol, é utilizado como veículo em pastas de hidróxido de cálcio como 

medicação intracanal (Athanassiadis e Walsh, 2017). Até o presente momento não 

há estudo com utilização do polietilenoglicol como veículo de cimentos endodônticos 

à base de silicato de cálcio. A associação de quitosana ao silicato de cálcio pode 

promover aumento da atividade antimicrobiana e rápida formação de hidroxiapatita 

(Panahi et al. 2017), podendo contribuir para inibição da penetração e colonização 

bacteriana na interface cimento-dentina após o tratamento endodôntico (Del Carpio-

Perochema et al. 2015), além de biomineralização dentinária (Budiraharjo et al. 

2010). 

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo o desenvolvimento e 

avaliação das propriedades físico-químicas de dois cimentos endodônticos 

experimentais à base de silicato tricálcico, silicato dicálcico, hidróxido de cálcio, 

fosfato de cálcio monobásico, óxido de zircônio e tugstato de cálcio. Polietilenoglicol, 

e a associação de hidrogel de quitosana e polietilenoglicol foram avaliados como 

veículos. Os cimentos experimentais foram comparados aos cimentos endodônticos 

AH Plus, e TotalFill BC Sealer. A hipótese nula é de que não há diferença entre as 

propriedades físico-químicas dos cimentos experimentais (EXP1 e EXP2), TotalFill 

BC Sealer e AH Plus. 

 

Materiais e métodos  

Foram desenvolvidos dois cimentos experimentais, cujas propriedades físico-

químicas foram comparadas aos cimentos AH Plus e TotalFill BC Sealer 

(Apêndice A). Os materiais avaliados, assim como as proporções utilizadas estão 

especificadas na Tabela 1. 
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Tabela 1: Materiais e proporções utilizadas  
Materiais Fabricante/composição Proporção 

pó-líquido 

   
EXP11 Pó: silicato tricálcico2, silicato dicálcico2, fosfato de cálcio 

monobásico3, hidróxido de cálcio4, óxido de zircônio5 e 
tungstato de cálcio5. Líquido: polietilenoglicol 4005. 

1 g/400 µL 

EXP21 Pó: silicato tricálcico2, silicato dicálcico2, fosfato de cálcio 
monobásico3, hidróxido de cálcio4, óxido de zircônio5 e 
tungstato de cálcio5. Líquido: polietilenoglicol 4005 e hidrogel 
de quitosana6. 

1 g/600 µL 

TF TotalFill BC Sealer (Brasseler, Savannah, GA, USA. Lote: 
15002SP. Val. 06.2017).  Pré-manipulado e pronto para uso, 
em seringa, contendo óxido de zircônio, silicatos de cálcio, 
fosfato de cálcio monobásico, hidróxido de cálcio, agentes 
espessantes. 

--- 

AHP AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany. Lote: 
199415l. Val: 02.2018). 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 

Cimento Experimental 1 (EXP1); Cimento Experimental 2 (EXP2); TotalFill BC Sealer (TF); AH Plus 
(AHP). 1 FOAr-Unesp, Araraquara, SP, Brasil; 2 Mineral Research Processing, Meyzieu, France; 
3 Synth, Diadema, SP, Brasil; 4 Merck, Darmstadt, Germany; 5 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 
6 Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara (FCFAR), UNESP, Araraquara, SP, Brasil.  

 

Tempo de presa 

O tempo de presa foi avaliado de acordo com a norma ISO 6876 (2012). Para 

os cimentos à base de silicatos de cálcio, que necessitam de umidade para tomarem 

presa, foram confeccionados moldes de gesso tipo IV (Dentsply, Petrópolis, Rio de 

Janeiro, Brasil) com 10 mm de diâmetro interno e 1 mm de altura (n=6). Para o AH 

Plus foram utilizados anéis metálicos com 10 mm de diâmetro interno e 1 mm de 

altura (n=6). Agulha de Gilmore com massa de 100 ± 0,5g e diâmetro de 2 ± 0,1mm, 

foi utilizada sobre a superfície de cada um dos cimentos. Os materiais foram 

mantidos em estufa (37 °C, 95% de umidade) durante todo o período. O tempo de 

presa foi determinado como o período, em minutos, entre a manipulação e o 

momento em que a agulha já não produzisse marcas na superfície dos cimentos. 

 

Radiopacidade 

 A avaliação da radiopacidade dos cimentos foi realizada com base nas 

especificações ISO 6876. Foram confeccionados corpos de prova dos materiais com 

diâmetro interno de 10 mm e altura de 1 mm (n=5). Após a presa (37 °C, 95% de 
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umidade, 48 horas), um disco de cada material e uma escala de alumínio foram 

colocados sobre um filme oclusal (Insight – Kodak Comp, Rochester, NY) para 

realização de tomada radiográfica, a qual foi realizada com o aparelho de raios-X 

Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland), operado a 60 kV, 7 mA, 18 

pulsos/s e 30 cm de distância focal. Os filmes foram processados, digitalizados e 

avaliados usando o programa ImageJ, onde foram selecionadas áreas de cada um 

dos degraus da escala milimetrada de Alumínio, para determinar a equivalência da 

radiopacidade dos cimentos em milímetros de alumínio. A conversão dos valores 

obtidos foi realizada conforme descrito por Húngaro-Duarte et al. (2009). 

 

Solubilidade 

A solubilidade foi avaliada segundo Carvalho-Junior et al. (2007). Foram 

confeccionados corpos de prova medindo 7,75 mm de diâmetro e 1,5 mm de altura 

(n=5). Moldes de silicone, posicionados sobre uma placa de vidro, foram 

preenchidos com cada um dos cimentos avaliados, e um fio de nylon impermeável 

foi colocado no interior dos mesmos. Uma placa de vidro, coberta com uma película 

de celofane, foi colocada sobre o molde e pressionada manualmente. Para TF, 

EXP1 e EXP2 foram acomodadas gazes umedecidas entre os moldes e as placas 

(Tanomaru-Filho et al. 2017 b). 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. Após a presa dos materiais, os espécimes foram removidos 

dos respectivos moldes, colocados em dessecador a vácuo até a estabilização inicial 

da massa (aproximadamente 7 dias). As mensurações da massa foram realizadas 

em balança de precisão (Analítica Adventurer, Modelo AR2140, Ohaus - Indústria de 

balanças Ltda., São Bernardo do Campo, SP, Brasil). Após estabilização inicial da 

massa, os espécimes foram suspensos pela fixação dos fios de nylon em recipientes 

plásticos com tampa, contendo 7,5 mL de água destilada. Os recipientes 

permaneceram em estufa a 37 °C pelos períodos experimentais, quando os 

espécimes foram removidos dos mesmos, lavados com água destilada, secos com 

papel absorvente e colocados novamente em desumidificador até obter estabilidade 

da massa final (aproximadamente 7 dias). O teste foi realizado mantendo os corpos-

de-prova em água destilada pelos períodos de 7 e 30 dias. As pesagens foram 

realizadas três vezes para cada espécime. A solubilidade (S) dos cimentos avaliados 

correspondeu à perda de massa de cada espécime [massa inicial (MI) menos massa 



23 

 

final (MF)], expressa em porcentagem (Marciano et al. 2016), que foi calculada 

através da seguinte fórmula: S = (MI – MF) / MI × 100 (Lim et al.2015). 

 

Escoamento 

 A avaliação do escoamento foi realizada com base na norma ISO 6876. Após 

a manipulação de cada material, 0,05mL de cimento foi colocado em placa de vidro 

(n=10). Na sequência, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento 

com um dispositivo de 100 gramas, totalizando 120 g. Duas técnicas foram utilizadas 

para realizar a mensuração. Na primeira, com auxílio de um paquímetro digital, foi 

medido o diâmetro médio de cada espécime. Para o segundo método, os corpos-de-

prova foram fotografados ao lado de uma régua milimetrada, as imagens obtidas 

foram digitalizadas e a área do cimento foi medida em mm2 no programa UTHSCSA 

Image Tool para Windows Versão 3.00, como descrito por Tanomaru-Filho et al. 

(2007). 

 

pH 

A análise de pH foi realizada utilizando tubos de polietileno, com 10 mm de 

comprimento e 1 mm de diâmetro, preenchidos com cada material (n=10). Em 

seguida cada tubo foi imerso em 10 ml de água destilada e mantido em estufa 

durante os períodos experimentais, sendo que a cada período, os tubos foram 

retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco com 10 ml de água 

destilada. Os períodos experimentais foram de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias. O pH 

das soluções foi medido imediatamente após o término de cada período 

experimental com um pHmetro (Digimed, São Paulo, SP, Brasil) previamente 

calibrado. 

 

Avaliação estatística 

Os dados obtidos foram submetidos a um teste de normalidade, e 

posteriormente submetidos ao teste estatístico paramétrico ANOVA e ao teste de 

comparações múltiplas de Tukey, com nível de significância de 5%. 
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Resultados  

Tempo de presa 

EXP2 e EXP1 apresentaram os maiores tempos de presa, respectivamente 

(P < 0.05), sendo que o tempo de presa de EXP2 foi maior que de EXP1 (P < 0.05), 

e o menor tempo de presa foi apresentado por AHP (P < 0.05). Todos os materiais 

avaliados apresentaram diferença estatística entre si (P < 0.05) (Tabela 2).  

Radiopacidade 

EXP1 e EXP2 apresentaram valores para radiopacidade acima do mínimo 

recomendado pela ISO 6876. EXP1 apresentou radiopacidade maior que EXP2 

(P < 0.05), e similar à apresentada por TF (P > 0.05) (Tabela 2). 

Solubilidade 

Após 7 dias de imersão em água destilada, EXP1 e EXP2 apresentaram maior 

solubilidade que AHP e TF (P < 0.05). EXP2 apresentou solubilidade 

estatisticamente maior que EXP1 (P < 0.05). No entanto, após 30 dias de imersão 

em água destilada, a solubilidade de EXP1 foi semelhante à apresentada por TF 

(P > 0.05) (Tabela 2). 

Escoamento 

Exp.1 apresentou escoamento (mm e mm2) estatisticamente semelhante ao 

AHP (P > 0.05), e maior que o apresentado por EXP2 (P < 0,05) (Tabela 2). 

Escoamento de EXP1 e EXP2 atendem as especificações da ISO 6876/2012.   

Tabela 2 – Tempo de presa, radiopacidade, solubilidade (7 e 30 dias) e escoamento – 
mm e mm2 (média e desvio padrão) observados nos diferentes cimentos endodônticos. 

 AHP TF EXP1 EXP2 

Tempo de presa 
(minutos) 

384 (± 0,0)a 581,5 (± 27,18)b 785 (± 23,45)c 870 (± 0,0)d 

Radiopacidade 
(mmAl) 

9,11 (± 0,44)a 5,88 (± 0,67)b 5,49 (± 0,39)b 4,51 (± 0,50)c 

Solubilidade 7 d 0,037 (± 0,48)a 7,48 (± 0,77)b 14,05 (± 1,77)c 23,84 (± 1,51)d 

Solubilidade 30 d 0,313 (±0.327)a 10,84 (±3,208)b 12,70 (±2,998)b  24,44 (±1,798) c 

Escoamento (mm2) 407,2 (± 114,2)a 535,4 (± 52,75)b 382,8 (± 42,43)a 250,5 (± 46,61)c 

Escoamento (mm) 21,41 (±1,139)a 24,63 (±0,57)b 20,96 (±0,639)a 17,46 (±1,391)c 

AH Plus (AHP), TotalFill BC Sealer (TF), Experimental 1 (EXP1), Experimental 2 (EXP2).  
mm Al = milímetros de alumínio; Solubilidade: valores referentes à porcentagem de perda de massa.  
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa. 
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pH 

Os cimentos EXP1 e EXP2, assim como TF, apresentaram pH alcalino e 

significativamente mais elevado que o pH apresentado por AHP em todos os 

períodos experimentais (P < 0.05). No período de 3 horas o pH dos grupos TF e 

EXP2 foram semelhantes (P > 0.05). EXP1 e EXP2 apresentaram valores 

semelhantes de pH (P > 0.05) em todos os períodos, exceto em 21 dias. Sendo que 

no período de 14 dias ambos foram, também, semelhantes à TF (P > 0.05). EXP1 

apresentou valores semelhantes aos apresentados por TF nos períodos de 7, 14 e 

21 dias (P > 0.05) (Tabela 3). 

Tabela 3 – Valores de pH (média e desvio padrão) observados nos diferentes períodos 
experimentais (7 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias) 

Períodos AHP TF EXP1 EXP2 Controle 

3 h 7,044 (± 0,34)b 10,7 (± 0,25)c 10,13 (± 0,41)d 10,42 (± 0,14)c,d 6,15 (± 0,29)a 

12 h 7,419 (± 0,38)b 11,39 (± 0,33)c 9,784 (± 0,41)d 9,88 (± 0,25)d 6,36 (± 0,22)a 

1 d 6,584 (± 0,16)a 10,37 (± 0,20)b 9,489 (±0,43)c 9,492 (± 0,41)c 6,50 (± 0,17)a 

7 d 5,727 (± 0,29)b 10,29 (± 0,21)c 10,36 (± 0,77)c,d 10,93 (± 0,54)d 6,392 (± 0,42)a 

14 d 6,441 (± 0,43)a 10,57 (± 0,13)b 10,58 (± 0,47)b 10,84 (± 0,43)b 6,107 (± 0,29)a 

21 d 6,050 (± 0,20)a 9,50 (± 0,93)b 10,05 (± 0,91)b 10,89 (± 0,30)c 6,084 (± 0,34)a 

AH Plus (AHP), TotalFill BC Sealer (TF), Experimental 1 (EXP1), Experimental 2 (EXP2), Controle = 
água destilada.  Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa.  

 

Discussão 

O polietilenoglicol 400, utilizado como veículo dos cimentos experimentais, 

proporcionou consistência adequada, facilidade de manipulação, bom escoamento e 

pH alcalino. Polietilenoglicol é bastante usado como veículo de medicação intracanal 

à base de hidróxido de cálcio (Athanassiadis & Walsh, 2017). As propriedades físico-

químicas de materiais de silicato podem ser potencialmente melhoradas por 

polímeros como o polietilenoglicol (Zhou et al. 2017). Quando associado às pastas 

de hidróxido de cálcio, o polietilenoglicol permite a difusão de íons Ca2+ e OH- para a 

dentina radicular (Camões et al. 2004). Polietilenoglicol quando adicionado a um 

biomaterial à base de fosfato de cálcio (ICPC 1%), proporcionou estabilidade ao 

material, aumento da viscosidade, e permitiu proliferação celular (Chen et al. 2011). 

O propilenoglicol, que é similar ao polietilenoglicol, quando utilizado para a 

manipulação do MTA, juntamente com água destilada, pode contribuir para o 

aumento do tempo de presa, melhora da fluidez, aumento do pH e da liberação de 
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íons cálcio (Duarte et al. 2012), além de aumento da sua capacidade seladora (Brito-

Júnior et al. 2010). 

A quitosana, presente no cimento EXP2, pode contribuir para maior atividade 

antimicrobiana (Del Carpio-Perochema et al. 2015). Panahi et al. (2017) observaram 

que a adição de quitosana ao MTA aumenta sua ação antimicrobiana, além de 

proporcionar rápida formação de hidroxiapatita e maior biocompatibilidade.  

O escoamento é uma propriedade física importante para um cimento 

endodôntico, visando o selamento de áreas de difícil acesso, como áreas de istmos 

e canais acessórios (Candeiro et al. 2012). EXP1 e EXP2 atendem ao padrão de 

escoamento estabelecido pela ISO 6876 (2012), no qual o valor mínimo necessário 

para escoamento é de 17 mm. EXP1 apresentou valores de escoamento (mm e 

mm2) estatisticamente semelhantes aos apresentados por AHP, e maiores que os 

apresentados por EXP2. Os valores obtidos do escoamento de TF e AHP são 

concordantes com os observados por Tanomaru-Filho et al. (2017 b).  

Os cimentos EXP1 e EXP2 apresentaram pH alcalino e maiores que AHP em 

todos os períodos experimentais. Ambos apresentaram valores semelhantes de pH 

em todos os períodos, exceto aos 21 dias. EXP1 e EXP2 apresentaram pH 

semelhante à TF no período de 14 dias. TF demonstrou elevados valores de pH, 

assim como observado em estudos anteriores (Zhou et al. 2013, Tanomaru-Filho et 

al. 2017 b). Os cimentos à base de silicato de cálcio apresentam ação alcalinizante, 

com aumento de pH durante seu processo de hidratação (Prati & Gandolfi 2015). A 

reação de hidratação produz silicato de cálcio e hidróxido de cálcio, elevando o pH. 

A água participa do ciclo de reações, produzindo mais silicato de cálcio hidrogel e 

hidróxido de cálcio, mantendo o pH alcalino (Zhang et al. 2009, Wang et al. 2014).  

O pH alcalino, assim como a liberação de íons cálcio, estão relacionados à 

bioatividade e a indução de mineralização (Húngaro-Duarte et al. 2003, Gandolfi et 

al. 2010).  

Os cimentos experimentais, assim como TF, apresentaram maior tempo de 

presa. Longo tempo de presa para o cimento BC Sealer, mesmo em presença de 

umidade é observado (Loushine et al. 2011, Xuereb et al. 2015). A presença de 

quitosana pode ter colaborado para o aumento no tempo de presa de EXP2, que foi 

maior que de EXP1. A adição de quitosana ao MTA resulta em maior tempo de 

presa (Panahi et al. 2017). Não há um tempo de presa estipulado para os cimentos 
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endodônticos, mas ele deve ser suficiente para a correta obturação dos canais 

radiculares (Resende et al. 2009). 

A análise da solubilidade dos materiais estudados demonstra que os cimentos 

à base de silicatos de cálcio apresentaram os maiores valores de solubilidade. A 

presença no EXP2 de maior quantidade de veículo pode ter influenciado na 

solubilidade do mesmo. Outro fator a ser considerado é a presença da quitosana no 

EXP2, visto que sua adição pode afetar as propriedades físicas e mecânicas do 

cimento (Panahi et al. 2017).  Os resultados obtidos no presente estudo são 

concordantes com os obtidos por Gandolfi et al. (2015) em avaliação de cimentos 

experimentais contendo silicatos de cálcio e fosfato de cálcio, com elevados valores 

de solubilidade para ambos após 24 horas de imersão em água destilada. Os 

autores observaram solubilidade de 19.5% para CaSi-αTCP, 28.46% para CaSi-

DCPD e de 24.40% para CaSi. Do mesmo modo, Borges et al. (2012), obtiveram 

elevado valor de solubilidade do cimento iRoot SP, que apresenta composição 

semelhante à TF, EXP1 e EXP2. Os valores de solubilidade do BC Sealer (TF), são 

concordantes com os observados por Tanomaru-Filho et al (2017 b), porém diferem 

dos obtidos por Zhou et al. (2013), que empregou metodologia diferente. Após 30 

dias de imersão em água destilada, a solubilidade de EXP1 foi menor do que em 7 

dias de imersão, e semelhante à solubilidade de TF. Estes resultados sugerem ter 

ocorrido estabilização da massa e consequentemente menor solubilização após 30 

dias de imersão em água destilada. 

 Os cimentos à base de silicato de cálcio são materiais hidrofílicos, podendo 

absorver água em excesso, e por isso apresentar maior diferença de massa após 

evaporação da água (Húngaro-Duarte et al. 2012). Tanomaru-Filho et al. (2017 b) 

consideram que o estudo da alteração volumétrica, em micro-CT (Microtomografia 

computadorizada de raios-X – modelo 3D), pode ser considerado como uma 

avaliação complementar ao teste de solubilidade e apresentar correlação com o 

desempenho clínico. Os autores observaram que, na avaliação tradicional da 

solubilidade, o TotalFill BC Sealer apresentou valores elevados de solubilidade, 

porém o mesmo não ocorreu em avaliação da alteração volumétrica. Tais resultados 

podem ser decorrentes da absorção de fluidos, resultando em estabilidade 

volumétrica do material (Silva et al. 2017).  

Os resultados deste estudo demostraram que todos os cimentos avaliados 

apresentaram radiopacidade acima dos 3 mmAl, conforme recomendações da 
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ISO 6876. Sendo que EXP1 apresentou radiopacidade semelhante à apresentada 

por TF, e maior que EXP2. Estudos anteriores demonstraram que o óxido de 

zircônio, é capaz de promover radiopacidade satisfatória (Húngaro-Duarte et al. 

2009), podendo ser considerado como agente radiopacificador para ser associado 

ao cimento de silicato de cálcio, por proporcionar propriedades físico-químicas 

adequadas (Bosso-Martelo et al. 2016). Húngaro-Duarte et al. (2012) observaram 

que tanto o óxido de zircônio quanto o tungstato de cálcio são capazes de promover 

radiopacidade satisfatória.  

 

Conclusão 

Os resultados deste estudo mostraram que EXP1 e EXP2 apresentam tempo 

de presa, radiopacidade e escoamento de acordo com ISO 6876, além de pH 

alcalino em todos os períodos experimentais. Contudo, EXP1 apresentou tempo de 

presa, radiopacidade, escoamento e solubilidade mais favoráveis que EXP2, o que o 

confere maior potencial para aplicabilidade clínica. 
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3.2 Publicação 2* 

Avaliação da citocompatibilidade, potencial bioativo e atividade antimicrobiana 

de cimento experimental à base de silicato de cálcio 

RESUMO 

Este estudo avaliou citocompatibilidade, potencial bioativo e atividades 

antimicrobiana e antibiofilme de um cimento experimental (EXP) composto por 

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

óxido de zircônio, tungstato de cálcio e polietilenoglicol, em comparação aos 

cimentos TotalFill BC Sealer (TF) e AH Plus (AHP). Citocompatibilidade foi avaliada 

pelos ensaios vermelho neutro (NR) e metiltetrazólio (MTT), após exposição das 

células Saos-2 aos extratos dos cimentos por 24 h.  Bioatividade celular foi avaliada 

pela atividade de fosfatase alcalina (ALP) e coloração vermelho de alizarina (ARS). 

Atividades antimicrobiana e antibiofilme foram avaliadas pelos testes de contato 

direto sobre células planctônicas (TCDCP) e contato direto modificado sobre biofilme 

(TCDM). Dados de MTT, NR e ALP foram analisados pelos testes Two Way ANOVA 

e Bonferroni, os de ARS pelos testes ANOVA e Tukey, e os microbiológicos pelos 

testes Kruskall-Wallis e Dunn (α=0,05). EXP, TF e AHP não apresentaram 

citotoxicidade para Saos-2, em todas as diluições, nos ensaios MTT e NR, em 

relação ao controle negativo (P > .05).  Maior ALP foi observada após sete dias de 

exposição das células Saos-2 ao extrato de AHP e EXP (P > .05). Observou-se 

maior produção de nódulos mineralizados para TF e EXP (P < .05). No TCDCP, EXP 

e TF promoveram maior redução de Enterococcus faecalis em comparação ao AHP 

e ao controle (P < .05), e eliminaram Candida albicans. No TCDM, EXP e TF 

promoveram maior redução de UFC de E. faecalis em comparação ao AHP e ao 

controle (P < .05). Conclui-se que EXP apresenta biocompatibilidade, potencial 

bioativo, atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans, e ação antibiofilme 

sobre E.faecalis, com potencial para utilização no tratamento endodôntico. 

Palavras-chave: biocompatibilidade, Candida albicans, endodontia, Enterococcus 

faecalis, silicato tricálcico. 

_____________________ 

* Artigo nas normas do periódico Jornal of Endodontics, ao qual será submetido. 
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INTRODUÇÃO 

O material obturador ideal deve apresentar, dentre outras propriedades, 

biocompatibilidade (1), atividade antimicrobiana (1), e capacidade de induzir 

formação de tecido mineralizado (2). Desta forma, novos cimentos endodônticos à 

base de silicatos de cálcio são propostos (3). Dentre eles, o Neo MTA Plus (Avalon 

Biomed Inc.) é composto por silicato tricálcico, silicato dicálcico, sulfato de cálcio, 

sílica e óxido de tântalo, apresentando biocompatibilidade e bioatividade celular (4).  

Os cimentos Endosequence BC Sealer (Brasseler USA, Savannah, GA) e TotalFill 

BC Sealer (FKG, La Chaux‐de‐Fonds, Switzerland; Brasseler, Savannah, Georgia, 

USA) são semelhantes e, de acordo com os fabricantes, compostos por silicatos de 

cálcio, fosfato de cálcio, hidróxido de cálcio, óxido de zircônio e agentes 

espessantes. O BC Sealer apresenta propriedades satisfatórias, como 

citocompatibilidade (1) e bioatividade, induzindo a proliferação e adesão celular  (5). 

A partir da composição destes cimentos comerciais, novos materiais obturadores 

com silicatos de cálcio, radiopacificadores e veículos podem ser desenvolvidos. 

Silicato tricálcico é usado para formulação de novos cimentos endodônticos em 

função de seu potencial bioativo (6) e indução da formação de hidroxiapatita (7). O 

silicato dicálcico demonstra biocompatibilidade e bioatividade (8). O fosfato de cálcio 

monobásico, adicionado ao cimento endodôntico, pode colaborar na reação com o 

hidróxido de cálcio e posterior produção de hidroxiapatita (9). 

Os radiopacificadores representam parte importante da composição dos 

cimentos endodônticos. O BC Sealer, com óxido de zircônio em sua composição 

como agente radiopacificador, apresenta adequadas propriedades biológicas (3). O 

AH Plus apresenta os radiopacificadores óxido de zircônio e tungstato de cálcio (9), 

apresentando radiopacidade bastante satisfatória (10).  

Diferentes aditivos e veículos são propostos à fim de melhorar a consistência e 

a manipulação de cimentos endodônticos à base de silicato de cálcio (11). O 

polietilenoglicol é o veículo de pastas de hidróxido de cálcio utilizadas como 

medicação intracanal (12). Quando associado ao silicato de cálcio, possibilita a 

melhora de suas propriedades físico-químicas (13). Até o momento, não há relatos 

na literatura de sua utilização como veículo de cimentos endodônticos à base de 

silicato de cálcio. 
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O insucesso do tratamento endodôntico está associado à persistência de 

microrganismos no sistema de canais radiculares (14). Grande parte dos casos de 

insucesso do tratamento endodôntico é associado à presença de Enterococcus 

faecalis (15). Candida albicans é uma espécie de fungo associada aos insucessos 

da terapia endodôntica (16). Assim, a utilização de material obturador que apresente 

atividade antibacteriana pode favorecer o controle da infecção residual (17).  O BC 

Sealer apresenta ação antibacteriana sobre E. faecalis, devido ao seu potencial de 

alcalinização induzido por silicatos e fosfato de cálcio (17).  

Deste modo, este estudo tem como objetivo avaliar a biocompatibilidade, o 

potencial de induzir mineralização e atividades antimicrobiana e antibiofilme de um 

cimento experimental composto por silicato tricálcico, silicato dicálcico, fosfato de 

cálcio monobásico, hidróxido de cálcio, óxido de zircônio, tungstato de cálcio e 

polietilenoglicol, comparando com os cimentos Totalfill BC Sealer e AH Plus.   

 

Materiais e Métodos  

Foram avaliadas as propriedades biológicas e antimicrobianas (APÊNDICE B) 

de um cimento experimental (EXP) à base de silicatos de cálcio, comparando aos 

cimentos TotalFill BC Sealer (TF) e AH Plus (AHP). Os materiais avaliados neste 

estudo, assim como suas proporções e fabricantes estão presentes na Tabela 1. 
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Tabela 1. Materiais e proporções utilizadas  

Materiais Fabricante/composição Proporção 
pó-líquido 

   

EXP1  Pó: silicato tricálcico2, silicato dicálcico2, fosfato de cálcio 
monobásico3, hidróxido de cálcio4, óxido de zircônio5 e 
tungstato de cálcio5. Líquido: polietilenoglicol5. 

1 g/400 µL 

TF TotalFill BC Sealer (Brasseler, Savannah, GA, USA. 
Lote: 15002SP. Val. 06.2017). Pré-manipulado e pronto para 
uso, em seringa, contendo óxido de zircônio, silicatos de 
cálcio, fosfato de cálcio monobásico, hidróxido de cálcio, 
agentes espessantes. 

--- 

AHP AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany. 
Lote: 199415l. Val: 02.2018). 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 

EXP, Cimento Experimental; TF, TotalFill BC Sealer; AHP, AH Plus. 
1 FOAr-Unesp, Araraquara, SP, Brasil. 2 Mineral Research Processing, Meyzieu, France. 3 Synth, 
Diadema, SP, Brasil. 4 Merck, Darmstadt, Germany. 5 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. 

 

 

Avaliação de citotoxicidade e bioatividade 

Os ensaios de citotoxicidade e bioatividade foram realizados em câmara de 

fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), sob condições assépticas. 

Preparo dos extratos 

AH Plus (Dentsply) foi utilizado como material de referência (ISO 10993-5 

2005) (18). Colocou-se 0,5 g de cada cimento em poços vazios de placas de cultura 

de 12 poços (314.0 mm2 área e 3.0 mm altura) (Jet Biofil), que permaneceram em 

estufa a 37 ºC, 95% de umidade, 5% CO2, por 24 h, até a completa presa dos 

materiais. Após este período, as placas foram expostas a luz ultravioleta (UV) para 

prevenir contaminação (19). Em seguida, 5 mL de meio de cultura DMEM (meio 

Dulbecco modificado; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) sem soro foi colocado 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, para obtenção do extrato de cada material (ISO 

10993-5 2005) (18). Como controle negativo foi utilizado meio DMEM sem soro e 

como controle positivo foi utilizado DMSO 20 %. 
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Cultura celular 

Células semelhantes a osteoblastos humanos, 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), mantidos à 37 ºC, 5% de CO2 e 95% de umidade, até a confluência.  

Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada pelos testes 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo 

de difenil-tetrazólio (MTT) e vermelho neutro (NR). Para realizar estes ensaios, as 

células Saos-2 foram plaqueadas na concentração de 1 x 105 células/mL em placas 

de 96 poços (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado com 10% de SFB e foram 

cultivadas por 24 h à 37 ºC, 95% de umidade e 5% CO2 para obter células aderentes 

antes da exposição aos materiais. As células foram expostas aos extratos dos 

cimentos nas diluições de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, assim como ao controle negativo 

(meio DMEM sem soro) e ao controle positivo (DMSO 20 %) por 24 horas. 

O ensaio MTT foi realizado em dois momentos distintos, simultaneamente ao 

ensaio NR após exposição das células Saos-2 aos extratos dos cimentos nas 

diluições 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, e simultaneamente ao ensaio ALP após 

exposição de Saos-2 aos extratos dos cimentos na diluição 1:8 pelos períodos de 1, 

3 e 7 dias. Após cada período experimental, o meio foi substituído por 100 µL de 

solução 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, foi realizada lavagem com 

tampão fosfato (PBS 1X) e adicionou-se 100 μL de isopropanol acidificado 0,04 N 

(Sigma-Aldrich), para solubilizar o formazan. A densidade óptica (OD) de 570 nm foi 

mensurada em um espectrofotômetro (ELx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, 

USA). Triplicatas idênticas foram preparadas para cada reação e o experimento foi 

repetido três vezes independentemente (n=3).  

Para o ensaio NR, as células permaneceram em contato com os extratos dos 

cimentos nas diluições 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24 horas. Após este período, os 

mesmos foram substituídos por 0.1 mL de meio DMEM contendo 50 μg NR / mL 

(Sigma-Aldrich), e incubados por 3 horas, à 37 ºC, 95% de umidade e 5% de CO2. 

Em seguida, o corante foi removido e o produto colorimétrico foi solubilizado em 
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100 μL de uma solução de etanol (etanol a 50% e solução de ácido acético a 1%) 

(Sigma-Aldrich). A mensuração da densidade ótica foi realizada em 

espectrofotômetro a 570 nm. Triplicatas idênticas foram preparadas para cada 

reação e o experimento foi repetido três vezes independentemente (n=3).  

Atividade de fosfatase alcalina 

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi determinada utilizando o kit 

comercial Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil). Após 24 horas do 

plaqueamento (1 x 105 células/mL em placas de 96 poços), células Saos-2 foram 

expostas aos extratos dos materiais (na diluição 1:8) pelos períodos de 1, 3 e 7 dias. 

A cada dois dias os extratos dos cimentos foram renovados, durante os períodos 

experimentais. Após cada período experimental, os extratos foram removidos e as 

células lavadas com 200 μL de PBS 1X, em seguida 200 μL de uma solução de lauril 

sulfato de sódio (1% em água destilada, Sigma-Aldrich) foi adicionada em cada 

poço. As amostras foram deixadas em repouso à temperatura ambiente por 30 

minutos. Cada uma das amostras foi transferida para um microtubo (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) contendo o substrato e o tampão. Em seguida as amostras 

foram incubadas com 500 μL de reagente de cor. A densidade ótica foi avaliada em 

espectrofotômetro a 590 nm. Sextuplicatas idênticas foram preparadas para cada 

reação e o experimento foi repetido três vezes independentemente (n=3). Os dados 

foram expressos como a atividade de ALP normalizada pelo número de células 

viáveis detectadas no ensaio de MTT no respectivo período de cultura. 

Coloração Vermelho de Alizarina 

Com o objetivo de avaliar a quantidade de cálcio depositado pelos diferentes 

cimentos avaliados, realizou-se o ensaio de coloração com vermelho de alizarina 

(Sigma – Aldrich). Deste modo, células osteoblásticas Saos-2 foram contadas e 

plaqueadas (1 x 104 células/mL) em placas de cultura de 24 poços com DMEM 

suplementado com ácido ascórbico 50 µg/mL (Sigma-Aldrich) e 10 mM β-

glicerofosfato (Sigma-Aldrich). Pelo período de 21 dias, o meio de cultura DMEM 

osteogênico (DMEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 mg/mL estreptomicina; 

0.023 g/mL β-glicerolfosfato; 0.055 mg/mL ácido ascórbico – Sigma Aldrich) foi 

renovado a cada 2 dias. Decorrido este período, foi realizada aspiração, lavagem 

dos poços com PBS, e em seguida as células foram fixadas com etanol 70% a 4 ºC 
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por 1 hora. Na sequência foi realizada a lavagem com água destilada (duas vezes) e 

a adição de 0,3 mL 40 mM AlizarinRed S (2%- pH 4,1). Em seguida as placas foram 

incubadas a temperatura ambiente por 2 minutos, quando então realizamos a 

aspiração do corante e lavagem dos poços por 4 vezes com 1 mL de água destilada 

por poço. As placas foram mantidas anguladas durante 2 minutos, para facilitar a 

remoção do excesso de água. A mineralização foi quantificada através da dissolução 

dos nódulos com 500 μL da solução de 10% de cloreto de cetilpiridinio 

(Sigma/Aldrich) por poço e, incubada por 15 minutos sob agitação a temperatura 

ambiente. Três alíquotas de 100 μL da ressuspensão de cada poço foram 

transferidas para uma placa de 96 poços para que fosse realizada a leitura em 

espectrofotômetro com filtro de 562 nm de comprimento de onda.   

Avaliação das atividades antimicrobiana e antibiofilme 

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo 

laminar (Telstar Technologies, S.L.–BV 100, Terrassa, Espanha), sob condições 

assépticas, utilizando cepas padrão de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e 

Candida albicans (ATCC 10231).              

 

Teste de contato direto sobre células planctônicas  

Microplacas de 96 poços (uma para cada cepa microbiana) foram utilizadas, 

nas quais os materiais experimentais foram inseridos de forma padronizada na 

parede lateral de cada poço (n=8). Após 24 h de presa em estufa a 37 ºC e 30 

minutos de exposição a Luz UV (ultravioleta) em fluxo laminar, 10 L de cada 

inóculo foi colocado sobre cada um dos poços contendo os cimentos. Foi utilizada 

uma placa para cada cepa. No grupo controle positivo foi adicionado somente o 

inóculo. As placas permaneceram em estufa a 37 C durante 1 h e 30 min. Em 

seguida, adicionou-se 250 L de TSb em cada poço contaminado com E. faecalis e 

250 L de Sabouraud Dextrose broth (SDb) nos poços contaminados por C. 

albicans. Na sequência, foi realizada a diluição decimal seriada e o plaqueamento 

em placas de Petri contendo Triptic soy agar (TSa) e Sabouraud Dextrose agar 

(SDa), respectivamente. Após a incubação das placas em estufa a 37 C, realizou-

se a contagem de UFC mL -1 e transformação logarítmica (log10). O experimento foi 

repetido duas vezes independentemente . 



39 

 

 Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM)  

Foram confeccionados discos de cada um dos materiais, medindo 

7 mm x 1 mm (diâmetro x espessura interna), e mantidos em estufa a 37°C e 

umidade controlada, durante 48 horas. Após aprovação da Comissão de ética no 

uso de animais (CEUA), da Faculdade de Odontologia de Araraquara (03/2017), 

blocos de dentina bovina esterilizados e com dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm 

(largura x comprimento x espessura) foram utilizados como substrato para formação 

do biofilme. Para isso foram utilizados incisivos centrais bovinos com raízes 

completamente formadas, e todos os cortes foram realizados em máquina de corte 

de precisão (Isomet 1000 – Buehler, Lake Bluff, IL, EUA).  

Para a formação do biofilme E. faecalis, os microrganismos foram reativados 

em 4,0 mL de caldo Triptic soy broth (TSb, Difco Detroit, MI, EUA) e mantidos em 

estufa a 37ºC overnight. Os inóculos foram ajustados na concentração 1 x 108  

UFC mL -1 

Em placas de cultura celular de 24 poços os blocos de dentina foram 

submersos em meio TSb (2 mL) contendo 1% do inóculo. As placas foram mantidas 

em incubadora de bancada com agitação orbital (modelo Q816M20, Quimis 

Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) em ambiente de microaerofilia a 

37 ºC por 14 dias. O meio de cultura TSb foi trocado a cada 48 horas, sem a adição 

de novos microrganismos.  

Transcorrido o período pós-manipulação, cada um dos discos de cimento foi 

removido da matriz, os mesmos foram esterilizados em luz ultravioleta, e colocados 

sobre cada um dos blocos de dentina contendo o biofilme formado, lavados 

previamente em solução salina para remoção de bactérias planctônicas e meio de 

cultura residual. Os conjuntos formados pelos blocos de dentina e os discos de 

cimentos (n=6) foram colocados em Placas de Petri, e foi gotejado 20 μL de solução 

salina estéril sobre cada conjunto para evitar ressecamento. O tempo de contato foi 

de 15 h, e as placas foram incubadas em estufa a 37°C. Um grupo controle foi 

incluído, onde os biofilmes entraram em contato com disco de teflon, servindo de 

comparação para os resultados. 

Após o período de contato, os discos de cimentos e de teflon foram 

removidos, e os blocos de dentina com o biofilme remanescente e o grupo controle 

foram individualmente colocados em microtubos contendo 1 mL de solução salina 

estéril e pérolas de vidro, e depois foram agitados em vortéx por 1 minuto (modelo 
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Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) para suspensão dos 

microrganismos. Em seguida, foi realizada a diluição decimal seriada e 

plaqueamento de três alíquotas de 20 μL de cada uma das suspensões em placas 

de Petri contendo meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSa). As placas foram 

incubadas a 37 ºC por 48 h. A leitura de cada placa de cultura resultou da média do 

número de UFC mL -1 das três áreas de crescimento bacteriano, na diluição onde 

apresentou em cada área um número de colônias entre 5 e 50. Os dados foram 

então submetidos à transformação logarítmica (log10) e o resultado de cada grupo foi 

calculado a partir da média dos seus espécimes.  

 

Avaliação estatística 

A viabilidade celular e a atividade de ALP foram analisados pelos testes 

estatísticos de Two Way ANOVA e Bonferroni. Os dados do ensaio ARS foram 

submetidos aos testes One Way ANOVA e Tukey. Os dados obtidos nos testes 

microbiológicos foram analisados pelos testes Kruskall-Wallis e Dunn. O nível de 

significância utilizado foi de 5%. 

 

Resultados  

Viabilidade celular 

Os ensaios MTT e NR (Fig. 1 A) revelaram que os grupos AHP, EXP e TF, 

não apresentaram citotoxicidade para Saos-2, visto que não apresentaram diferença 

estatística em relação ao controle negativo (P > .05).  
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Figura 1: Viabilidade celular de Saos-2 avaliadas pelos ensaios MTT (A) e NR (B), após 24 horas de 
exposição aos extratos dos cimentos AHP, EXP, TF nas diluições de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, 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 (em cada diluição), 
controle negativo, e controle positivo.  
AHP, AH Plus; EXP, cimento experimental à base de silicato de cálcio (composição descrita na 
Tabela 1); TF, TotalFill BC Sealer; CN, controle negativo; CP, controle positivo.  
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Atividade de fosfatase alcalina 

A menor viabilidade celular foi observada no primeiro dia de exposição aos 

extratos dos cimentos, não havendo diferença estatística entre os grupos dos 

materiais avaliados e o grupo controle negativo (P > .05). Nos demais períodos a 

viabilidade celular foi maior, sendo que no período de três dias todos os grupos 

apresentaram viabilidade similar ao controle negativo (P > .05).  No período de sete 

dias foi observada maior viabilidade celular para o grupo EXP (Fig. 2 A). Todos os 

grupos apresentaram atividade de fosfatase alcalina semelhante ao controle 

negativo (P > .05) no período de três dias. A maior atividade de fosfatase alcalina foi 

observada após sete dias de exposição das células Saos-2 ao extrato de AHP em 

relação ao controle (P < .05). O grupo EXP também apresentou maior atividade de 

ALP no período de 7 dias, não apresentando diferença estatística quando 

comparado ao AHP (P > .05) (Fig.2 B). 
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Figura 2: (A) Viabilidade celular de Saos-2 avaliada pelo ensaio MTT e (B) atividade ALP após 
exposição aos extratos de AHP, EXP, TF na diluição de 1:8, e meio de cultura sem soro (controle 
negativo), pelos períodos de 1, 3 e 7 dias. Barras com letras diferentes representam diferença 
estatística significativa entre os extratos dos cimentos e o controle negativo em cada período.  
AHP, AH Plus; EXP, cimento experimental à base de silicato de cálcio (composição descrita na 
Tabela 1); TF, TotalFill BC Sealer; CN, controle negativo. 
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Coloração Vermelho de Alizarina (ARS) 

AHP, EXP e TF apresentaram deposição de nódulos de mineralização. AHP 

apresentou resultados semelhantes ao controle e EXP (P > .05). EXP e TF 

apresentaram maior deposição de nódulos mineralizados quando comparados ao 

controle (P < .05). 
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Figura 3:  Coloração vermelho de Alizarina (ARS), análise estatística realizada após 21 dias de 
exposição dos materiais ao meio de cultura osteogênico. Todos os materiais induziram a produção 
de nódulos mineralizados. Barras com letras diferentes indicam diferença estatística significativa 
entre os extratos dos cimentos e o controle negativo. AHP, AH Plus; EXP, cimento experimental à 
base de silicato de cálcio (composição descrita na Tabela 1); TF, TotalFill BC Sealer; C, controle 
negativo.  
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Atividade antimicrobiana sobre células planctônicas 

No ensaio contato direto sobre células planctônicas, EXP e TF promoveram 

maior redução de E. faecalis em comparação ao controle (P < .05), e eliminaram 

C. albicans (Tabela 3). 

Tabela 2: Média e desvio padrão da atividade antimicrobiana dos materiais avaliados, 
expresso em UFCmL-1 para o TCD sobre células planctônicas, após 1,5 h de contato. 
 

Cimentos AHP TF EXP Controle 

E. faecalis 7,283 (±0,229)a 4,226 (±0,808)b 4,881 (±0,668)b 7,668 (±0,262)a 

C. albicans 2,784 (±0,443)b 0,0 (0,0)c 0,0 (0,0)c 5,360 (±0,443)a 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa entre os grupos de 
cimentos e o controle.  

 

Atividade antibiofilme 

No ensaio contato direto modificado (TCDM) sobre biofilme de E.faecalis, EXP 

e TF apresentaram-se significativamente mais efetivos na redução de UFC quando 

comparados ao AHP, e ao controle (P < .05) (Tabela 2). 

Tabela 3: Média e desvio padrão da atividade antibiofilme dos materiais avaliados, expresso 
em UFC mL-1para o TCDM sobre biofilme de E. faecalis, após 15 h de contato. 

Cimentos AHP TF EXP Controle 

UFC/mL 7,426(±0,100)a 4,966(±0,530)b 4,914(±0,583)b 7,473(±0,268)a 

Letras diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos de cimentos e o controle.  

 

Discussão 

O cimento experimental avaliado no presente estudo (EXP) é composto por 

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

além dos agentes radiopacificadores óxido de zircônio e tungstato de cálcio. O pó 

deste cimento foi manipulado com polietilenoglicol. Para o cimento experimental 

foram usados os agentes radiopacificadores óxido de zircônio (20, 21) e tungstato de 

cálcio (22), que proporcionam radiopacidade sem os efeitos negativos do óxido de 

bismuto, que inibe a proliferação celular (23). Os cimentos compostos por silicatos 

de cálcio como o TotalFill BC Sealer e o Endosequence BC Sealer apresentam óxido 
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de zircônio como agente radiopacificador. O BC Sealer apresenta propriedades 

físico-químicas favoráveis (24) e radiopacidade de acordo com ISO 6786/2001 (24). 

Células Saos-2 são semelhantes aos osteoblastos humanos, e representam 

uma linhagem celular altamente diferenciada e capaz de induzir formação óssea, e 

por isso são amplamente utilizadas para avaliar a biocompatibilidade e o potencial 

de induzir mineralização de novos materiais odontológicos (4, 23). 

O ensaio MTT é relacionado à atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, 

e o ensaio NR é baseado na absorção e acúmulo lisossômico do corante vital 

vermelho neutro em células com membrana intacta (25). De acordo com os 

resultados obtidos nos ensaios MTT e NR, em todas as diluições analisadas, os três 

materiais avaliados apresentaram viabilidade celular para Saos-2 semelhante ao 

controle negativo. BC Sealer apresenta viabilidade celular em ensaio MTT (5, 26). 

Cimentos à base de silicato de cálcio associados ao agente radiopacificador óxido 

de zircônio também demonstram biocompatibilidade (27, 28), assim como o 

Endosequence BC Sealer (1, 3). Os cimentos AH Plus e TotalFill BC Sealer não 

apresentam citotoxicidade para células do periodonto (5, 29).  

A avaliação da atividade de fosfatase alcalina (ALP), que é uma enzima 

expressa durante o processo de maturação precoce dos osteoblastos, possibilita a 

determinação do potencial de indução de formação de tecido mineralizado (30). No 

período de três dias, todos os cimentos apresentaram atividade de fosfatase alcalina 

semelhante ao controle negativo. A maior atividade de fosfatase alcalina foi 

observada após sete dias de exposição das células Saos-2 ao extrato de AHP e 

EXP. A atividade de fosfatase alcalina nas células Saos-2 aumentou nos períodos 

de 3 e 7 dias de exposição aos extratos de cimentos de silicato de cálcio, conforme 

demonstrado em estudos utilizando células Saos-2 (4, 31).  

O corante vermelho de alizarina identifica depósitos de cálcio em cultura celular 

(28). O processo de reparo está relacionado à adesão, migração e diferenciação 

celular e consequente formação de tecido mineralizado (4). Após 21 dias de cultura 

celular com os diferentes extratos de cimentos endodônticos em meio osteogênico, 

todos os materiais induziram deposição de cálcio. EXP e TF apresentaram 

resultados semelhantes entre si e maiores que o controle. Estudos anteriores 

constataram que cimentos à base de silicato de cálcio induzem a proliferação e 
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adesão celular (5), além de produção de mineralização (4, 28). O silicato tricálcico, 

principal componente de EXP, pode induzir a diferenciação e proliferação celular 

(32) justificando os resultados obtidos. 

Enterococcus faecalis são bactérias Gram-positivas e anaeróbias facultativas, 

frequentemente associadas aos casos de lesões periapicais persistentes (15, 29). 

Candida albicans, são fungos encontrados em infecções endodônticas, e que 

apresentam a capacidade de penetrar nos túbulos dentinários (33). Durante o 

tratamento endodôntico, microrganismos podem permanecer em áreas de difícil 

acesso, mesmo após limpeza mecânica, irrigação e uso de medicação intracanal. 

(17).  

A atividade antimicrobiana de cimentos endodônticos pode auxiliar na 

eliminação da infecção endodôntica residual. Os cimentos à base de silicatos de 

cálcio apresentam ação antimicrobiana favorecida pela sua ação alcalinizante. O 

elevado pH destes materiais pode ser explicado pela formação de hidróxido de 

cálcio e silicato de cálcio hidrogel (34). Essa contínua difusão de hidróxido de cálcio 

determina a manutenção do pH alcalino e atividade antibacteriana por longos 

períodos (17).  

EXP e TF promoveram redução de UFC significativamente maior que AHP no 

teste de contato direto sobre biofilme de E. faecalis. Para o teste de contato direto 

sobre células planctônicas, EXP e TF não apenas promoveram maior redução de 

E. faecalis em comparação ao AHP e ao controle, como também eliminaram 

Candida albicans. A atividade antimicrobiana do cimento Endosequance BC Sealer 

sobre biofilme de E. faecalis em túbulos dentinários foi demonstrada (17). O cimento 

iRoot, que apresenta composição semelhante ao BC Sealer e ao EXP, apresentou 

significativa atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans em avaliação 

pelo teste de contato direto (35). 

O cimento experimental à base de silicato de cálcio avaliado neste estudo, 

EXP, apresentou biocompatibilidade, induziu atividade de ALP em células Saos-2, 

induziu a formação de nódulos de mineralização por estas células, além de ter 

apresentado ação antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans. Estes resultados 

demonstram que o cimento EXP apresenta excelentes perspectivas para ser 

aplicado na clínica endodôntica na obturação do sistema de canais radiculares.  
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4 DISCUSSÃO 

Para avaliação das características físico-químicas dos cimentos endodônticos à 

base de silicatos de cálcio, foram avaliados tempo de presa, escoamento, 

radiopacidade, pH e solubilidade. O cimento que apresentou melhores resultados 

nas avaliações de propriedades físico-químicas, ou seja, o cimento Experimental 1 

(EXP1), foi submetido à avaliação de suas propriedades biológicas, 

biocompatibilidade e bioatividade, além das propriedades antimicrobianas. Na 

Publicação 2 (avaliação biológica e microbiológica), EXP1 passou a ser denominado 

EXP. Deste modo, a citocompatibilidade foi avaliada pelos ensaios vermelho neutro 

(NR) e metil tetrazólio (MTT), após exposição de Saos-2 aos extratos dos cimentos 

nas diluições de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24h. A bioatividade celular foi avaliada 

pela atividade de fosfatase alcalina (ALP), e o potencial de induzir mineralização foi 

avaliado pelo ensaio coloração vermelho de alizarina (ARS). As atividades 

antimicrobiana e antibiofilme dos materiais foram avaliadas pelos testes de contato 

direto sobre células planctônicas (TCDCP) e contato direto modificado (TCDM). 

 EXP2, EXP1 e TF apresentaram os maiores tempos de presa, 

respectivamente. O fato de EXP2 apresentar maior quantidade de líquido em sua 

composição, ou seja 400 µL de polietilenoglicol e 200 µL de hidrogel de quitosana, 

enquanto EXP1 apresenta 400 µL de polietilenoglicol, pode ter colaborado para que 

o mesmo apresentasse maior tempo de presa que EXP1. A presença de umidade 

durante o processo de hidratação do cimento de silicato de cálcio permite o início do 

ciclo de reação, produzindo silicato de cálcio hidrogel e hidróxido de cálcio48. A 

presença de quitosana no EXP2 pode ter contribuído para maior tempo de presa, em 

relação ao EXP1, visto que a adição de quitosana 2% a um cimento à base de 

silicato de cálcio (pó composto por silicato de cálcio, fosfato dicálcico e óxido de 

bismuto), resultou em maior tempo de presa49. Os resultados observados neste 

estudo são concordantes com estudos anteriores, que constataram um longo tempo 

de presa para o cimento BC sealer, mesmo em presença de umidade3, 41. 

Os valores de solubilidade apresentados pelos cimentos à base de silicatos de 

cálcio foram maiores que os apresentados por AHP. Maior percentual de perda de 

massa foi observado para EXP2, seguido por EXP1 e TF, respectivamente. A 

quantidade de veículo em EXP2 é maior que em EXP1, o que pode ter colaborado 

para uma maior solubilidade. Além disso, a presença da quitosana em EXP2 pode 
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justificar sua maior solubilidade, pois sua adição pode afetar as propriedades físicas 

e mecânicas do cimento49. A solubilidade de EXP1 após 30 dias de imersão em 

água destilada foi menor que em 7 dias de imersão, e semelhante à de TF. Tais 

resultados sugerem que nesse período possa ter ocorrido estabilização e diminuição 

de perda de massa do material.  Estudos anteriores constataram elevada 

solubilidade para cimentos à base de silicatos de cálcio32, 50, 51. Cimentos à base de 

silicato de cálcio podem absorver água em excesso por serem materiais hidrofílicos, 

e por isso apresentar maior diferença de massa após evaporação da água31. Deste 

modo, a avaliação da alteração volumétrica, em micro-CT, pode complementar os 

resultados já obtidos32, visto que a absorção de fluidos pode promover estabilidade 

dimensional do material52.  

Os cimentos endodônticos precisam apresentar escoamento suficiente para 

selar áreas de difícil acesso, como canais acessórios e áreas de ístimos2, para 

proporcionar qualidade à obturação dos canais radiculares. Os valores de 

escoamento apresentados por EXP1 e EXP2 atendem as especificações da 

ISO 6876/201253. O cimento EXP1 apresentou valores de escoamento (mm e mm2) 

estatisticamente semelhantes aos apresentados por AHP, e maiores que os 

apresentados por EXP2. Esta propriedade pode ser melhor investigada por estudos 

adicionais, como avaliação de escoamento e capacidade de preenchimento por 

micro-CT, conforme proposto por Tanomaru-Filho et al.54. A capacidade de 

escoamento e penetrabilidade nos túbulos dentinários são importantes propriedades 

dos materiais obturadores. Assim, a penetrabilidade do cimento obturador pode ser 

investigada a partir de avaliação em microscópios de fluorescência e confocal de 

varredura a laser. 

A radiopacidade apresentada pelos cimentos experimentais está acima dos 

3 mmAl, conforme recomendações da ISO 687653. EXP1 apresentou radiopacidade 

semelhante à apresentada por TF, e maior que EXP2. Estudos anteriores 

constataram que os agentes radiopacificadores óxido de zircônio55, 56 e tungstato de 

cálcio31 proporcionam radiopacidade satisfatória. 

Há indícios de que o pH alcalino, assim como a liberação de íons cálcio, podem 

estar relacionados à bioatividade e a indução de mineralização57, 58, além do mais, a 

alcalinização do meio, proporciona um ambiente desfavorável à sobrevivência e 

proliferação bacteriana59. Os cimentos EXP1 e EXP2 promoveram pH alcalino em 
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todos os períodos experimentais. Estudo sobre a liberação de íons cálcio podem 

complementar os resultados obtidos com análise do pH dos materiais.  

Os resultados obtidos nos ensaios MTT e NR apontam que os cimentos 

compostos por silicatos de cálcio, EXP e TF, apresentam citocompatibilidade para 

Saos-2. Estudos anteriores demonstraram que o BC Sealer apresentou 

biocompatibilidade com células L92960, e células do periodonto11, 38, 40, 61.  

Com a realização do ensaio ALP observamos que a maior atividade de 

fosfatase alcalina ocorreu após sete dias de exposição das células Saos-2 ao extrato 

de AHP, assim como ao extrato de EXP. Nos períodos de 3 e 7 dias de exposição ao 

extrato do cimento EXP houve aumento da atividade de fosfatase alcalina nas 

células Saos- 2, assim como constatado em estudos anteriores em avaliação de 

cimentos à base de silicato de cálcio62, 63. No ensaio ARS observou-se que EXP e 

TF induziram a formação de nódulos mineralizados, conforme estudos anteriores 

que obtiveram resultados semelhantes com cimentos à base de silicato de 

cálcio62, 64. Estes resultados são concordantes com estudo anterior, no qual 

observou-se que o TotalFill BC Sealer demonstra potencial de induzir reparo, visto 

que estimula a proliferação e adesão celular38. O estudo da bioatividade pode ser 

complementado por avaliação em microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

Estudos in vivo poderão complementar os resultados obtidos em estudos in vitro, 

avaliando o comportamento biológico e potencial de formação de tecido 

mineralizado do material experimetal. 

EXP e TF promoveram redução de UFC significativamente maior que AHP, em 

avaliação pelo teste de contato direto sobre biofilme de E. faecalis. No ensaio 

contato direto sobre células planctônicas, EXP e TF foram responsáveis pela 

eliminação de C. albicans, e por maior redução de E. faecalis em comparação ao 

controle. Podemos afirmar que E. faecalis apresentaram maior resistência, assim 

como estudos anteriores19.   Estudo anterior26 constatou que o cimento BC sealer 

apresentou considerável ação antibacteriana sobre biofilme de E. faecalis. Em 

avaliação pelo teste de contato direto, o cimento iRoot, cuja composição é 

semelhante ao BC Sealer e ao EXP, apresentou significativa atividade 

antimicrobiana sobre E. faecalis e C. albicans65. 

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o cimento 

Experimental 1 apresentou caracteríscas físico-químicas, biológicas e 

antimicrobianas satisfatórias. Estudos futuros poderão colaborar para melhor 
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compreensão de suas propriedades, assim como  aperfeiçoamento das mesmas, 

contribuindo para sua indicação clínica no tratamento endodôntico. 
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5 CONCLUSÃO  

Os cimentos EXP1 e EXP2 apresentam pH alcalino em todos os períodos 

experimentais, além de tempo de presa, radiopacidade e escoamento de acordo 

com a ISO 6876. No entanto, EXP1 apresentou melhores resultados quanto ao 

tempo de presa, radiopacidade, escoamento e solubilidade que EXP2, o que o 

confere maior potencial para aplicabilidade clínica. 

O cimento EXP1 apresenta citocompatibilidade, bioatividade celular, potencial 

de induzir mineralização, além de atividade antimicrobiana sobre E. faecalis e 

C. albicans.  

Portanto, EXP1 apresenta propriedades físico-químicas, biológicas e atividades 

antimicrobiana e antibiofilme, proporcionando-lhe potencial para aplicabilidade 

clínica na obturação do sistema canais radiculares. 
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APÊNDICE A – Metodologia detalhada correspondente à Publicação 1 

A 1 Tempo de presa 

O tempo de presa (Figura A 1) foi avaliado com base na norma ISO 687653. 

Para os cimentos à base de silicatos de cálcio (TotalFill BC Sealer, Experimental 1 e 

Experimental 2), que necessitam de umidade para tomar presa, foram 

confeccionados moldes de gesso especial tipo IV – micro-granulado (Dentsply 

Indústria e Comércio Ltda, Petrópolis, Rio de Janeiro, Brasil) com 10 mm de 

diâmetro interno e 1 mm de altura. Os moldes de gesso foram mantidos em água 

destilada por 24 horas antes do preparo dos corpos de prova dos materiais (n=6). 

Para o cimento à base de resina (AH Plus), que não depende de umidade para 

tomar presa, foram utilizados anéis metálicos com diâmetro interno de 10 mm e 

altura de 1 mm, para confecção dos corpos de prova (n=6). Logo após manipulação, 

os cimentos foram inseridos nos respectivos moldes, e mantidos em estufa à 37 ºC e 

95% de umidade, durante o período de avaliação. Foi utilizada agulha de Gilmore 

com massa de 100 ± 0,5 g e diâmetro de 2 ± 0,1 mm apoiada sobre a superfície de 

cada um dos cimentos. O tempo de presa foi determinado como o período, em 

minutos, entre a manipulação e o momento em que a agulha já não produzisse 

marcas sobre a superfície dos cimentos. 

 

Figura A 1 – Representação do teste de avaliação do tempo de presa 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

A 2 Radiopacidade 

 A radiopacidade dos cimentos (Figura A 2) foi avaliada com base na 

ISO 687653. Os materiais foram manipulados e inseridos em moldes de silicone com 

diâmetro interno de 10 mm e altura de 1 mm (n=5), e mantidos em estufa (37 °C, 
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95% de umidade) por 48 horas. Após a presa dos materiais, um disco de cada um 

deles e uma escala (milimetrada) de alumínio foram colocados sobre um filme 

oclusal (Insight – Kodak Comp, Rochester, NY). A tomada radiográfica foi realizada 

com o aparelho de raios - X Focus (Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland), a 60 

kV, 7 mA, 18 pulsos/s e 30 cm de distância focal. Os filmes foram processados, e 

após a secagem dos mesmos, as imagens foram digitalizadas e avaliadas por meio 

do programa Image J. Áreas de cada um dos degraus da escala milimetrada de 

Alumínio foram analisadas para determinação da radiopacidade dos cimentos 

equivalente em milímetros de alumínio. A conversão, dos valores obtidos, foi 

realizada por meio da equação de conversão abaixo, conforme descrito por 

Húngaro-Duarte et al.55:  

  

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 2 – Representação do teste de avaliação da radiopacidade dos cimentos 
endodônticos. 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

A 3 Solubilidade 

A solubilidade (Figura A 3) foi avaliada segundo Carvalho-Junior et al.66. A 

partir de moldes de silicone, foram confeccionados corpos de prova com 7,75 mm de 

diâmetro interno e 1,5 mm de altura, de cada um dos materiais avaliados (n=5). Os 
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moldes de silicone foram acomodados sobre uma placa de vidro coberta por uma 

película de papel celofane. Um fio de nylon impermeável foi colocado no interior de 

cada um dos espécimes. Outra placa de vidro, também coberta com uma película de 

celofane, foi colocada sobre o molde e pressionada manualmente. TF, EXP1 e 

EXP2, que necessitam de umidade para presa, foram acomodadas gazes 

umedecidas (em água destilada) entre os moldes e as placas de vidro32.  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 do material. Após a presa 

dos materiais, os corpos de prova foram colocados em dessecador a vácuo até a 

estabilização da massa inicial, aproximadamente 7 dias. As mensurações das 

massas foram realizadas em balança de precisão (Analítica Adventurer, Modelo 

AR2140, Ohaus - Indústria de balanças Ltda., São Bernardo do Campo, SP, Brasil) a 

cada 24 horas. Após a estabilização da massa inicial, os espécimes foram 

suspensos, por meio da fixação dos fios de nylon, no interior de recipientes plásticos 

com tampa contendo 7,5 ml de água destilada e deionizada. Os recipientes 

permaneceram em estufa a 37 °C pelos períodos experimentais de 7 e 30 dias. 

Decorridos os períodos experimentais, os corpos de prova foram removidos da água 

destilada, lavados, secos com papel absorvente e colocados novamente em 

desumidificador até a estabilidade da massa final (aproximadamente 7 dias). As 

pesagens foram realizadas três vezes para cada espécime em balança de precisão, 

a cada 24 horas. A solubilidade (S) dos cimentos avaliados correspondeu à perda de 

massa de cada espécime [massa inicial (MI) menos massa final (MF)], expressa em 

porcentagem67, que foi calculada através da seguinte fórmula: S = (MI – MF) / MI × 

100, conforme descrito por Lim et al.68. 

 

Figura A 3 – Representação do teste de avaliação da solubilidade dos cimentos 
endodônticos 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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A 4 Escoamento 

 O teste de escoamento (Figura A 4) foi realizado com base na norma 

ISO 687649. Após a manipulação dos materiais, com auxílio de uma seringa, 0,05 mL 

de cada um dos materiais foi colocado sobre uma placa de vidro (n=10). Na 

sequência, outra placa de vidro (20 g) foi posicionada sobre o cimento, e sobre esta 

placa foi posicionado um dispositivo metálico de 100 g, totalizando 120 g. O 

dispositivo metálico permaneceu por 10 minutos sobre as placas de vidro. 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. Na segunda, um método adicional foi 

usado no qual os corpos de prova foram fotografados, e as imagens obtidas foram 

digitalizadas para a mensuração da área de escoamento em mm2 por meio do 

programa UTHSCSA Image Tool para Windows Versão 3.00, como descrito por 

Tanomaru-Filho et al.69 . 

 

Figura A 4 - Representação do teste de avaliação do escoamento dos cimentos 
endodônticos 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

A 5 pH 

A análise de pH (Figura A 5) foi realizada utilizando tubos de polietileno, com 

10 mm de comprimento e 1 mm de diâmetro, preenchidos com cada um dos 

materiais avaliados (n=10). Em seguida cada tubo foi inserido em um frasco 

contendo 10 ml de água destilada e deionizada, sendo que o conjunto frasco + tubo 

contendo cimento foi mantido em estufa durante os períodos experimentais. Os 

períodos experimentais foram de 3 e 12 horas, 1, 7, 14 e 21 dias. A cada período, os 

tubos foram retirados dos frascos e acondicionados em um novo frasco com 10 ml 

de água destilada e deionizada. Como controle utilizou-se água destilada e 
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deionizada, que foi acondicionada em frascos pelos respectivos períodos 

experimentais (n=10). O pH das soluções foi medido imediatamente após o término 

de cada período experimental com um pHmetro Digimed (São Paulo, SP, Brasil) 

previamente calibrado, tendo sido realizadas três aferições para cada espécime. 

 

Figura A 5 - Representação do teste de avaliação do pH dos cimentos endodônticos 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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APÊNDICE B – Metodologia detalhada correspondente à Publicação 2 

B 1 Avaliação de citotoxicidade e bioatividade 

Os ensaios de citotoxicidade e bioatividade foram realizados em câmara de 

fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), sob condições assépticas. 

B 1.1 Preparo dos extratos 

Os cimentos experimentais foram manipulados em uma placa de vidro estéril. 

Na sequência, 0,5 g de cada um dos cimentos avaliados foi colocado no fundo de 

poços vazios de placas de cultura de 12 poços (314.0 mm2 área e 3.0 mm altura) 

(Jet Biofil). As placas permaneceram em estufa a 37 ºC, 95% de umidade, 5% CO2, 

por 24 h, até a completa presa dos materiais. Após este período, as placas foram 

expostas a luz UV para prevenir contaminação66. Em seguida, colocou-se 5 mL de 

meio de cultura de DMEM sem soro em cada um dos poços das placas em que os 

materiais foram acomodados e mantidos durante 24 h (37 °C, 95% de umidade e 5% 

de CO2) para criar o extrato de cada um dos materiais avaliados (ISO 10993-5 

2005)70 (Figura B 1). 

 

Figura B 1 - Preparo dos extratos dos materiais experimentais.  

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

B 1.2 Cultura celular 

Células Saos-2 (ATCC HTB-85), que são células semelhantes a osteoblastos 

humanos, foram cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangdong, 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), e foram mantidos em 95% de umidade, 5% CO2 e 37 ºC até a 

confluência. As células aderentes em fase de crescimento logarítmico foram 
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detectadas pela mistura de tripsina/ácido etilenodiaminotetracético (0,25%) (Sigma-

Aldrich) a 37 ºC por 3 minutos. 

B 1.3 Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada por meio dos testes 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- 

brometo de difenil-tetrazólio (MTT) e vermelho neutro (NR). Para a realização destes 

ensaios, 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 para obter 

células aderentes antes da exposição aos materiais. As células foram expostas aos 

extratos dos cimentos nas diluições de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, assim como ao 

controle negativo, meio DMEM sem soro, e ao controle positivo, DMSO 20%71, por 

24 horas. 

O ensaio MTT baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial 

em converter o sal de tetrazólio (3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5- brometo de difenil-

tetrazólio) de cor amarela, solúvel em água (MTT; Sigma Chemicals, St Louis, MO), 

em compostos coloridos de formazan, cuja absorbância é proporcional ao número de 

células vivas. O ensaio MTT (Figura B 2) foi realizado em dois momentos distintos, 

simultaneamente ao ensaio NR após exposição das células Saos-2 aos extratos dos 

cimentos nas diluições 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24 horas, e simultaneamente ao 

ensaio ALP após exposição de Saos-2 aos extratos dos cimentos na diluição 1:8 

pelos períodos de 1, 3 e 7 dias. 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, lavou-se cada um dos poços com PBS 1X (tampão fosfato) e adicionou-

se 100 μL de isopropanol acidificado 0,04 N (Sigma-Aldrich) para solubilizar o 

formazan. A densidade óptica de (OD) 570 nm foi mesurada num espectrofotômetro 

(Elx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Triplicatas idênticas foram 

preparadas para cada reação e o experimento foi repetido três vezes 

independentemente (n=3).  
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Figura B 2 - Representação do Ensaio MTT   

 

 Frasco e pó do MTT (Sigma); Placa do ensaio MTT após leitura em 
espectrofotômetro. 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Vermelho neutro (NR) é um corante vital que é incorporado por endocitose e se 

acumula nos lisossomos das células que possuem membrana intacta. Para o ensaio 

NR (Figura B 3), as células permaneceram em contato com os extratos dos cimentos 

nas diluições 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 por 24 horas. Após este período, os mesmos 

foram substituídos por 0.1mL 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. O corante foi então removido e o produto colorimétrico foi 

solubilizado em 100 μL de etanol a 50% e solução de ácido acético a 1% (Sigma-

Aldrich). A densidade ótica foi mensurada em espectrofotômetro a 570 nm (Elx800). 

Triplicatas idênticas foram preparadas para cada reação e o experimento foi repetido 

três vezes independentemente (n=3).   

Figura B 3 - Representação do Ensaio NR 

 

 Frasco do pó de Neutral Red (Sigma-Aldrich); Placa do ensaio NR após leitura em 
espectrofotômetro. 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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B 1.4 Atividade de fosfatase alcalina 

O princípio deste método é a hidrólise do monofosfato de timolftaleína pela 

fosfatase alcalina produzida pelas células, que libera a cor azul da timolftaleína em 

meio alcalino. A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi determinada usando o kit 

comercial Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil) (Figura B 4). Após 24 horas do 

plaqueamento (1 x 105 células/mL em placas de 96 poços), células Saos-2 foram 

expostas aos extratos dos materiais, na diluição 1:8, pelos períodos de 1, 3 e 7 dias. 

Os extratos dos cimentos foram renovados a cada dois dias durante o período de 

exposição das amostras. Após cada período experimental, os extratos foram 

removidos e as células lavadas com 200 μL de PBS 1X, em seguida 200 μL de uma 

solução de lauril sulfato de sódio (1% em água destilada, Sigma-Aldrich) foi 

adicionado em cada poço. As amostras foram deixadas em repouso a temperatura 

ambiente por 30 minutos. Cada uma das amostras foi transferida para um microtubo 

(Eppendorf, Hamburg, Germany) contendo o substrato e o tampão. Em seguida as 

amostras (100 μL) foram incubadas com 500 μL de reagente de cor. A densidade 

ótica foi avaliada em espectrofotômetro (ELx800, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, 

USA) a 590 nm. Sextuplicatas idênticas foram preparadas para cada reação e o 

experimento foi repetido três vezes independentemente (n=3). Os dados foram 

expressos como a atividade de ALP normalizada pelo número de células viáveis 

detectadas no ensaio de MTT no respectivo período de cultura72. 

 

Figura B 4 – Representação do Ensaio ALP 

 

Kit Labtest (Labtest); Microtubos contendo as amostras com Branco, Padrão e Reagente 
de cor; Placa ensaio ALP após leitura em espectrofotômetro. 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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B 1.5 Coloração Vermelho de Alizarina 

O vermelho de alizarina é um derivado de antraquinona, e pode ser usado para 

identificar o depósito de cálcio em cultura de células. Através de um processo de 

quelação, o cálcio forma um complexo de alizarina S vermelho. Com o objetivo de 

avaliar a quantidade de cálcio depositado pelos diferentes materiais, células 

osteoblásticas Saos-2 foram contadas e plaqueadas (1 x1 04 células/mL) em placas 

de cultura de 24 poços em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Durante 21 

dias o meio de cultura osteogênico DMEM (DMEM 10% SFB, 100 IU/mL penicillina, 

100 mg/mL estreptomicina, 0.023 g/mL β-glycerolfosfatase, 0.055 mg/mL ácido 

ascóbico - Sigma Chemicals St Louis) com e sem os extratos dos cimentos foi 

renovado a cada 2 dias. Após este período, o meio foi então aspirado, e as placas 

lavadas com PBS e as células fixadas com etanol 70% a 4 ºC por 1 hora.  Na 

sequência foi realizada a lavagem com água destilada (duas vezes) e a adição de 

0,3 mL 40 mM AlizarinRed S (2%- pH 4.1). Em seguida as placas foram incubadas a 

temperatura ambiente por 2 minutos, e realizada a aspiração do corante, e lavagem 

dos poços por 4 vezes com 1 mL de água destilada/poço. As placas permaneceram 

anguladas durante 2 minutos, para facilitar a remoção do excesso de água. A 

mineralização foi quantificada através da dissolução dos nódulos com 500 μL da 

solução de 10% de cloreto de cetilpiridinio (Sigma/Aldrich) por poço e, incubada por 

15 minutos sob agitação a temperatura ambiente. Três alíquotas de 100 μL da 

ressuspensão de cada poço foram transferidas para uma placa de 96 poços, e 

realizada a leitura em espectrofotômetro com filtro de 562 nm de comprimento de 

onda.  

 

B 2 Avaliação das propriedades antimicrobianas 

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).   

 

B 2.1 Teste de contato direto sobre células planctônicas  

Após a manipulação, cada um dos materiais foi inserido de forma padronizada 

na parede lateral dos poços (n=8) de uma placa de cultura de 96 poços. Foi utilizada 
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uma placa para cada cepa microbiana (E. faecalis e C. albicans). Após 24 horas de 

presa em estufa a 37 ºC, 10 L de cada inóculo foi depositado sobre os cimentos. 

No grupo controle positivo foi adicionado somente o inóculo em cada um dos poços. 

As placas permaneceram em estufa a 37 ºC por 1 hora e  30 minutos. Na sequência, 

250 L de TSb (Triptic soy broth) foram adicionados em cada um dos poços 

contaminados com E. faecalis, e 250 L de SDb (Sabouraud Dextrose broth) nos 

poços contaminados por C. albicans. Em seguida, foi realizada a diluição decimal 

seriada e a semeadura (Figura B 6). Foram distribuídas três alíquotas de 20 μL de 

cada uma das diluições em placas de Petri contendo TSa (Triptic soy agar) e SDa 

(Sabouraud Dextrose agar), respectivamente. Após 48 horas de incubação das 

placas em estufa a 37 C, foi realizada contagem de UFC mL-1 e transformação 

logarítmica (log10). O experimento foi repetido duas vezes independentemente. 

 

Figura B 6 – Representação do Teste de contato direto sobre células planctônicas 

 

Placa de cultura de 96 poços, contendo os materiais nas paredes laterais dos poços;  
Deposição de três alíquotas de 20 μL de cada uma das diluições em placas de Petri, após 
diluição decimal seriada. 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

                                    

B 2.2 Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM) 

Após aprovação da Comissão de ética no uso de animais (CEUA), da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara (03/2017), incisivos centrais bovinos com 

raízes completamente formadas foram usados para obtenção do substrato para a 

formação do biofilme. As raízes foram seccionadas em 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 máquina de corte de precisão (Isomet 1000 – Buehler, 
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Lake Bluff, IL, EUA). Os blocos foram colocados em tubo de ensaio contendo água 

destilada e esterilizados a 120 ºC por 20 min.  

Para a formação do biofilme de E. faecalis, os microrganismos foram 

reativados em 4,0 mL de meio TSb estéril (Triptic soy broth, Difco Detroit, MI, EUA) e 

mantidos em estufa a 37 ºC overnight. Os inóculos foram ajustados na concentração 

1 x 108 UFC mL -1, utilizando espectrofotômetro (600 Plus, Femto, SP). 

Em placa de cultura celular de 24 poços foram dispensados 2,0 mL de meio 

TSb puro contendo 1% do inóculo, deixando os blocos de dentina totalmente 

submersos. As placas foram incubadas 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 TSb de 

cada espécime foi totalmente trocado a cada 48 horas, sem a adição de novos 

microrganismos. 

Os materiais foram manipulados e inseridos em moldes de silicone medindo 

7 mm de diâmetro x 1 mm de espessura interna, mantidos em estufa a 37 °C e 

umidade controlada, durante 48 horas. 

Transcorrido o período pós-manipulação, os discos de cimento 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 (n=6) com os discos de cimentos foram 

colocados em Placas de Petri. Sobre cada conjunto foi gotejado 20 μL de solução 

salina estéril para evitar o ressecamento dos mesmos. O tempo de contato foi de 

15 h, e as placas foram mantidas em estufa a 37 °C. Um grupo controle foi incluído, 

no qual os biofilmes entraram em contato com um disco de teflon, servindo de 

comparação para os resultados (Figura B 5). 

Decorrido o período de contato, os discos de cimentos e de teflon foram 

removidos e os blocos de dentina com 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, com a finalidade de 

permitir a suspensão dos microrganismos. Em seguida, foi realizada a diluição 

decimal seriada e plaqueamento. Três alíquotas de 20 μL de cada uma das 
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suspensões foram distribuídas em placas de Petri contendo o meio de cultura Tryptic 

Soy Agar (TSa). As placas permaneceram incubadas a 37 ºC 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 entre os discos de cimentos obturadores e o biofilme 

desenvolvido nos blocos de dentina. Os dados foram submetidos à transformação 

logarítmica (log10) e o resultado de cada grupo foi calculado a partir da média dos 

seus espécimes. 

 
Figura B 5 – Representação do Teste de contato direto modificado 

 
Placa de 24 poços contendo os blocos de dentina bovina e o inóculo; Placa de 24 poços 
contendo os blocos de dentina bovina, inóculo e meio de cultura TSb; Incubadora de 
bancada com agitação orbital.  
Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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ANEXO A - APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

(CEUA) 

Número de protocolo: 03/2017 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não autorizo a reprodução deste trabalho até 23 de março de 2020. 

(Direitos de publicação reservado ao autor) 

 

Araraquara, 23 de março de 2018. 

 

Cristiane Lopes Zordan Bronzel 


