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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana de trés cimentos
obturadores endoddnticos bioceramicos contra biofilmes de duas cepas de Enterococcus
faecalis (ATCC 29212 e ATCC 4083), comparando-0s a um cimento resinoso. Foram avaliados
0s cimentos biocerdmicos BioRoot RCS, Bio-C Sealer e Sealer Plus BC e um cimento a base
de resina epdxi-amina (AH Plus), empregado como padrdo. Foram realizados testes de atividade
antimicrobiana por contato direto e indireto. Para o teste por contato direto, 0s cimentos frescos
foram aplicados sobre membranas de nitrocelulose (poros de 0,22 um de tamanho e 13 mm de
diametro) com biofilmes de E. faecalis crescidos por 48 horas. Para o teste por contato indireto,
foram interpostas membranas de nitrocelulose estéreis entre os cimentos e as membranas com
os biofilmes crescidos. O tempo de contato em ambas as condi¢bes foi de 30 minutos. Foi
preparado grupo-controle negativo, nos quais os biofilmes ndo foram expostos a nenhum
material. Ap6s o tempo de contato, os cimentos foram removidos, e as membranas com 0s
biofilmes transferidas para um frasco com solugdo salina estéril. Ap6s uma série de diluicdes,
a sobrevivéncia bacteriana foi determinada pela cultura bacteriana de cada diluicdo em placa
com agar BHI. As unidades formadoras de col6nias foram contadas ap6s incubacdo por 24
horas a 37° C. Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés ocasides distintas. Para
andlise estatistica foram empregados os testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls,
ambos com significancia estabelecida em 5,0%. Os resultados encontrados demonstraram
atividade antimicrobiana dos cimentos Bio-C Sealer, Sealer Plus BC e BioRoot RCS, quando
em condicdo de contato direto, que se apresentaram estatisticamente diferentes do grupo-
controle (P <0,05). J4 em condicdo de contato indireto, apenas os cimentos Sealer Plus BC e
AH Plus apresentaram diferenca significativa ante ao controle (P <0,05). Em funcao do exposto,
considerando as condi¢des do estudo, pdde-se concluir que 0s cimentos a base de bioceramicas
apresentaram acdo antimicrobiana frente a biofilmes das duas cepas de E. faecalis testadas
guando em condicdo de contato direto, todavia, apenas o cimento Sealer Plus BC foi efetivo

guando em contato indireto.

Palavras-chave: Endodontia, Cimentos dentarios, Biofilmes, Enterococcus faecalis, Acao

antimicrobiana.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, in vitro, the antimicrobial activity of three bioceramic
endodontic sealers against biofilms of two Enterococcus faecalis strains (ATCC 29212 and
ATCC 4083), comparing them to a resin sealer. BioRoot RCS, Bio-C Sealer and Sealer Plus
BC bioceramic sealers and an epoxy-amine resin (AH Plus) sealer, used as standard, were
evaluated. Antimicrobial activity tests were performed by direct and indirect contact. For the
direct contact test the fresh sealers were applied to nitrocellulose membranes (pores 0.22 um in
size and 13 mm in diameter) with E. faecalis biofilms grown for 48 hours. For the indirect
contact test, sterile nitrocellulose membranes were interposed between the sealer and the
membranes with the grown biofilms. The contact time in both conditions was 30 minutes. In
all the tests a control group was prepared, in which the biofilm was not exposed to any material.
After the time of contact the sealers were removed and the membranes with the biofilms
transferred to a flask with sterile saline solution. A series of dilutions was performed and the
bacterial survival was determined by the bacterial culture of each dilution using a plate with
BHI agar. The colony forming units were counted after incubation for 24 hours at 37 ° C. All
assays were performed in triplicate on three different occasions. For statistical analysis, the
Kruskal-Wallis and Student-Newman-Keuls tests were used, both with a significance of 5.0%.
The results showed an antimicrobial activity of Bio-C Sealer, Sealer Plus BC and BioRoot RCS
sealers, when in direct contact conditions, which were statistically different from the control
group (P <0.05). In the condition of indirect contact only Sealer Plus BC and AH Plus showed
significant difference from the control group (P <0.05). Considering of the above, and the
conditions of the study, it was concluded that the bioceramic sealers presented antimicrobial
action against bacterial biofilms of the two strains of E. faecalis tested when in direct contact

condition, however, only sealer Sealer Plus BC was effective when in indirect contact.

Key words: Endodontics, Dental cements, Biofilms, Enterococcus faecalis, Antimicrobial

action.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tratamento endoddntico tem por objetivo a méxima reducdo dos micro-organismos e
seus subprodutos do interior dos canais radiculares e suas ramificacOes, a fim de evitar uma
reinfeccdo subsequente. O preparo quimico-mecanico e o uso de medicacles intracanal
reduzem significativamente 0 numero de micro-organismos no interior dos canais radiculares,
no entanto, € praticamente impossivel sua completa eliminacdo em todos 0s casos
(KAPRALOS et al., 2018). Foi relatado que cerca de 35% da &rea do canal radicular é deixada
intocada quando instrumentos rotatdrios ou convencionais sdo utilizados (PETERS;
SCHONENBERGER; LAIB, 2001). Assim, bactérias permanecem no sistema de canais
radiculares (SCR) mesmo apds o término do tratamento endodéntico, podendo afetar o reparo
periapical (WALTIMO et al., 2005; VERA et al., 2012; KAPRALOS et al., 2018). Casos
clinicos aparentemente bem realizados que incorreram em fracasso tém sido associados, na
maioria das vezes, a fatores microbianos (SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008). Fatores como a
existéncia de interacbes microbianas, a expressdo de fatores de viruléncia em nimero suficiente
para causar lesdo perirradicular, a localizacdo estratégica dos micro-organismos no canal
radicular, o microambiente endoddntico favoravel, as defesas do hospedeiro que, a0 mesmo
tempo que tentam conter a infeccdo, acabam por produzir dano tecidual associado a lesdo
perirradicular, favorecem a persisténcia de infeccdo (SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008;
RICUCCI; SIQUEIRA JR, 2008).

Alguns micro-organismos se aglomeram em biofilmes no SCR infectado, o que os deixam
intrinsecamente mais resistentes aos antimicrobianos do que suas contrapartes plancténicas
(UPADYA et al., 2010). Uma das principais causas de falha no tratamento endodéntico é a
infeccéo persistente (LOPES; SIQUEIRA JR, 2015). O Enterococcus faecalis, ou simplesmente
E. faecalis, é frequentemente detectado nesse tipo de infeccdo e, além dele, os Streptococcus e
Staphylococcus spp. (ANTUNES et al., 2015). O E. faecalis foi relatado como o micro-
organismo mais prevalente em canais radiculares infectados em casos de retratamento
endodontico com a presenca de periodontite apical. Sua prevaléncia varia entre 24% e 77%
(STUART et al., 2006; ALSHWAIMI et al., 2016). Ele tem a capacidade de resistir a elevados
valores de pH mediados pelo hidréxido de calcio quando empregado como medicagdo
intracanal (EVANS et al., 2002). Além disso, pode invadir profundamente os tubulos
dentinarios, os quais lhe permitem sobreviver a acdo dos instrumentos, irrigantes e
medicamentos utilizados durante o tratamento endodontico (SUNDQVIST, 1992;

ALSHWAIMI et al., 2016). Adicionalmente, o E. faecalis tem a capacidade de entrar num
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estado viavel, mas ndo cultivavel, quando exposto a condi¢bes ambientais desfavoraveis.
Nessas condi¢des, apesar da incapacidade de crescer, essas bactérias mantém sua viabilidade e
patogenicidade, possuindo a capacidade de recolonizar 0 SCR quando condigdes ideais séo
retomadas (SIQUEIRA JR, 2011). A aptidao para causar monoinfec¢éo e sobreviver a longos
periodos de privacdo nutricional, sem depender de nutrientes derivados do metabolismo de
outras bactérias, é outra caracteristica do E. faecalis (FIGDOR; DAVIES; SUNDQVIST,
2003). Todos esses aspectos ajudam a explicar a elevada prevaléncia desse micro-organismo

nos casos de insucesso endodontico.

Uma vez que a presenca do E. faecalis estd associada a infeccBes de dentes com
periodontite apical, essa espécie tem sido utilizada em vérias investigacfes sobre os efeitos
antibacterianos dos procedimentos, materiais e substancias utilizados no tratamento
endodéntico (BARROS, 2013). A cepa de E. faecalis mais utilizada nos estudos in vitro é a
ATCC 29212, com origem no trato geniturinario (SHAKYA et al., 2016; JAFARI et al., 2016;
KANGARLOU et al., 2016; COLLARES et al., 2017; CHENG et al., 2017). No entanto, a
utilizacdo de cepas isoladas do ambiente de interesse € fortemente recomendada para
investigacOes dessa natureza, apesar de nem sempre os estudos incluirem estirpes clinicas.
Barros et al. (2014) verificaram que existem diferencas nos padrdes globais de suscetibilidade
das cepas, 0 que da énfase a necessidade do uso de diferentes cepas clinicas implicadas em
infeccOes, alvo de estudos.

Os cimentos endoddnticos tém uma importante funcdo no controle da infeccdo
endodéntica, uma vez que sdo 0s responsaveis por sepultar as bactérias residuais nos tubulos
dentinérios e previnir a entrada de fluidos ou novas bactérias nos canais radiculares
(KAPRALOS et al., 2018). A escolha de um cimento endodéntico com substancial atividade
antimicrobiana pode ter a capacidade de reduzir a contagem de micro-organismos
remanescentes, particularmente, em casos de necrose pulpar e periodontite apical (BARROS et
al., 2014). Lopes e Siqueira Jr (2015) enumeraram VArios requisitos e caracteristicas de um
cimento endodontico ideal, entre eles destacam-se: apresentar efeito antimicrobiano, promover
um selamento hermético e ser biocompativel apresentam especial destaque. Caracteristicas
como apresentar boa adesdo as paredes do canal, facilidade de manipulacdo e de remocéo do
canal radicular, radiopacidade e ndo provocar a alteracdo de cor do elemento dentario também
sdo apontadas. Materiais seladores com essas propriedades podem favorecer o processo de
sanificagdo, prevenindo a entrada ou saida de micro-organismos do SCR, melhorando as taxas

de sucesso do tratamento endodontico.
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Um dos cimentos endodénticos mais amplamente utilizados atualmente é o AH Plus
(Dentsply/De Trey GmbH, Konstanz, Alemanha), um cimento obturador a base de resina epoxi-
amina com propriedades fisico-quimicas adequadas apresentado na forma de pasta/pasta. Exibe
propriedades de selamento de longa duragdo, grande estabilidade dimensional (VERSIANI et
al., 2006; RESENDE et al., 2009) e propriedades autoadesivas (SCHAFER; ZANDBIGLARI,
2003; VERSIANI et al., 2006). Também apresenta baixa solubilidade, adequada radiopacidade
e leve expansdo (RESENDE et al., 2009), além de possuir agdo antimicrobiana (CANDEIRO
et al., 2016; KAPRALOS et al., 2018) e propriedades biologicas adequadas (JRSTAVIK,
2005; VERSIANI et al., 2006; RESENDE et al., 2009; GARRIDO et al., 2010). Em funcéo de
suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, ele tem sido considerado o “padrdo ouro” entre
os cimentos (DE ALMEIDA et al., 2000), assim, sendo sugerida sua comparagdo a novos

materiais que venham a ser desenvolvidos.

Atualmente, vém sendo comercializados cimentos endoddnticos bioceramicos. Esses
cimentos tém como base silicatos e/ou fosfato de célcio, o que atraiu consideravel atencao por
causa de suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Existem duas grandes vantagens
associadas ao uso de materiais bioceramicos: sua biocompatibilidade, o que impede a rejeicao
pelos tecidos periapicais; e a presenca de fosfato de calcio, estrutura cristalina semelhante a
hidroxiapatita, capaz de melhorar a ligacao fisico-quimica entre o cimento e a dentina radicular
(AL-HADDAD; AZIZ, 2016). Devido as suas excelentes propriedades, diversos produtos dessa

natureza estdo sendo lancados no mercado.

Recentemente, o cimento bioceramico Bio-C Sealer (Angelus Industria de Produtos
Odontolégicos S/A, Londrina, PR, Brasil) foi lancado. Ele é preparado a base de silicatos de
calcio, sendo apresentado na forma de pasta pronta para uso, contida em uma bisnaga Unica
para ser injetada no interior dos canais radiculares. Segundo o fabricante, esse cimento
apresenta acao antibacteriana e bacteriostatica devido a sua alta alcalinidade (pH 12,5); possui
alta radiopacidade e ndo sofre contracdo ao tomar presa. Por ser um cimento endoddntico
recém-langado, até o presente ndo se encontram disponiveis na literatura estudos acerca de suas

propriedades antimicrobianas.

Outro material recentemente introduzido no mercado, tendo como base o dissilicato e
trissilicato de calcio nanoparticulado, foi o Sealer Plus BC (MK Life Medical and Dental
Products, Porto Alegre, RS, Brasil), apresentado em bisnaga pronto para uso. De acordo com o
fabricante, esse cimento apresenta bioatividade, atividade bactericida (pH 12), adeséo quimica

a estrutura dental e apresenta expansdo higroscépica, quando de sua presa (expande 0,2%),
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vedando totalmente o canal. Apesar de recente, ja apresenta avaliacdo disponivel, nela, Mendes
et al. (2018) observaram maior liberacdo de ions célcio e pH por parte do Sealer Plus BC do
que do cimento AH Plus. No mesmo estudo observaram menores valores de tempo de presa,

escoamento e radiopacidade para o cimento bioceramico quando comparados com o AH Plus.

Outro cimento bioceramico disponivel atualmente é o BioRoot RCS (Septodont, Saint
Maur-des-Fosses, Francga), selador produzido com base no silicato tricalcico, apresentado na
forma pd/liquido. De acordo com o fabricante, possui uma excelente adesividade, mantém o
processo de vedacdo na presenca de umidade, ndo mancha os dentes e possui grande fluidez.
Além disso é radiopaco (SIBONI et al., 2017), apresenta-se biocompativel (CAMPS et al.,
2015; SIBONI et al., 2017), podendo induzir deposicéo de tecido duro (DIMITROVA-NAKOV
et al., 2015; PRULLAGE et al., 2016; SIBONI et al., 2017) e possui atividade antimicrobiana
(ARIAS-MOLIZ; CAMILLERI, 2016).

Diversos estudos in vitro dedicaram-se a investigar a atividade antimicrobiana de
cimentos obturadores endodonticos utilizando os mais variados métodos, a maioria deles
incluem o teste de difusdo em agar (TDA) e o teste de contato direto (TCD) (LEONARDO et
al., 2000; KAYAOGLU et al., 2004; ZHANG et al., 2009; ALSHWAIMI et al., 2016;
LOVATO et al., 2011; CHENG et al., 2017; COLLARES et al., 2017; KAPRALOS et al.,
2018). Embora tanto TDA como TCD avaliem atividade antimicrobiana, o TCD demonstrou
ser um teste quantitativo mais confidvel e reprodutivel, capaz de mostrar a atividade de
componentes antibacterianos insoltveis (NAWAL et al., 2011; ALSHWAIMI et al., 2016).
Esse teste consiste em um dos principais métodos de comparacdo dessa propriedade entre
materiais endodénticos. Ele € capaz de simular o contato direto entre o material e 0s
microrganismos em estudo, independentemente da solubilidade e difusdo dos componentes
antimicrobianos dos cimentos (WEISS; SHALHAV; FUSS, 1996). Zhang et al. (2009)
propuseram uma alteracdo do método para a determinacdo do efeito bactericida, calculando-se
as bactérias sobreviventes por meio da cultura bacteriana pelo método de Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) ap06s diferentes periodos de tempo de contato com o material. A informacao
sobre o efeito bactericida é clinicamente mais pertinente porque as bactérias residuais, que sdo
inibidas pelo agente antimicrobiano, podem crescer novamente quando os efeitos inibitdrios
cessam (BARROS et al., 2014). Seguindo 0 mesmo raciocinio, encontram-se na literatura
estudos que sugerem o teste do contato indireto que buscaria simular a inacessibilidade do

cimento endodoéntico aos micro-organismos diante de alguns fatores que dificultam esse
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contato, testando a capacidade de penetracdo dos componentes antimicrobianos desses

cimentos frente a uma barreira fisica (BARROS et al., 2014).

Diante do exposto, torna-se evidente a importancia da avaliagdo da capacidade
antimicrobiana de materiais obturadores endoddnticos, principalmente os mais recentemente
desenvolvidos que tém chamado atencdo da comunidade cientifica e dos especialistas. Em uma
revisdo sistematica, Zhang, Du e Peng (2015) relataram uma forte correlagdo de E. faecalis e
infeccbes intrarradiculares persistentes em comparacdo com infec¢bes primarias ou
periodontite periapical crénica ndo tratadas. Desta forma, a relacdo dos materiais,
principalmente 0s bioceramicos que notadamente apresentam boas propriedades

antimicrobianas, e estes microrganismos precisa ser estudada.



16

2. OBJETIVOS
2.1- Objetivo Geral

- Avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana de cimentos obturadores endoddnticos

bioceramicos contra biofilmes de Enterococcus faecalis.

2.2- Objetivos Especificos

- Avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana dos cimentos bioceramicos Bio-C Sealer
(Angelus Industria de Produtos Odontoldgicos S/A, Londrina, PR, Brasil), Sealer Plus BC (MK
Life Medical and Dental Products, Porto Alegre, RS, Brasil) e BioRoot RCS (Septodont, Saint
Maur-des-Fosses, Franca), comparando-os ao AH Plus (Dentsply/De Trey GmbH, Konstanz,
Alemanha) e ao controle, quando em contato direto com biofilmes de E. faecalis (ATCC 29212
e ATCC 4083).

- Avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana dos mesmos materiais, quando em contato
indireto com biofilmes de E. faecalis (ATCC 29212 e ATCC 4083).
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3 HIPOTESES
3.1 Hipotese Nula

Foi considerada como hipdtese nula deste trabalho que os cimentos obturadores
endododnticos bioceramicos Bio-C Sealer, Sealer Plus BC e BioRoot RCS apresentaram agao
antimicrobiana semelhantes entre si e ao cimento AH Plus e grupo-controle, contra os biofilmes

formados das duas cepas de Enterococcus faecalis, independente do regime de contato.

3.2 Hipotese Alternativa

A hipoétese alternativa deste trabalho foi que os cimentos obturadores endodonticos
bioceramicos testados tiveram ag¢ao antimicrobiana superior a do cimento AH Plus e a do grupo-
controle contra os biofilmes formados das duas cepas de Enterococcus faecalis, em ambos 0s
regimes de contato. Ainda, havera diferenca entre os cimentos avaliados e entre as cepas

bacterianas empregadas.
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4. CAPITULO

Esta Dissertacdo esta baseada no Artigo 46, do Regimento Interno do Programa de Pds-
Graduacao da Universidade Federal do Ceard, que regulamenta o formato alternativo para
trabalhos de conclusdo de Mestrado e Doutorado (Dissertacoes e Teses) e permite a insercao de

artigo(s) cientifico(s) de autoria ou coautoria do candidato.

Desta forma, a presente Dissertacdo € composta por um artigo cientifico redigido de

acordo com as normas estabelecidas pela revista cientifica escolhida.

4.1 Capitulo 1

“Atividade Antimicrobiana de Cimentos Obturadores Endodonticos Bioceramicos Frente a
Enterococcus faecalis em Biofilme: Estudo in vitro” com titulo sugerido em Inglés
“Antimicrobial Activity of Bioceramic Endodontic Sealers Against Enterococcus faecalis in

Biofilm: in vitro Study”

Este artigo seguiu as normas de publicacdo do periddico - Journal of Endodontics (ISSN 0099-
2399).
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RESUMO

Introducdo: Avaliou-se, in vitro, a atividade antimicrobiana de quatro cimentos obturadores
endodonticos contra biofilmes de duas cepas de Enterococcus faecalis (ATCCs 29212 e 4083).
Métodos: Foram avaliados os cimentos biocerdmicos BioRoot RCS, Sealer Plus BC, Bio-C
Sealer e o cimento resinoso AH Plus. Foi realizado teste por contato direto, no qual os cimentos
foram aplicados sobre membranas de nitrocelulose contendo biofilmes de E. faecalis; para o
contato indireto, foram interpostas membranas estéreis entre os cimentos e os biofilmes. Grupo-
controle foi preparado empregando membrana com biofilme formado sem contato com
qualquer material. Decorridos 30 minutos de exposicdo os cimentos foram removidos e as
membranas transferidas para um frasco com solucdo salina estéril. Apds uma série de diluicGes,
a sobrevivéncia bacteriana foi determinada pela contagem de unidades formadoras de col6nias
apos incubacdo por 24 horas a 37° C. Foram empregados os testes de Kruskal-Wallis e Student-
Newman-Keuls com significancia estabelecida em 5,0%. Resultados: De maneira geral, 0s
resultados encontrados demonstraram atividade antimicrobiana para os cimentos, tendo os
cimentos Bio-C Sealer, Sealer Plus BC e BioRoot RCS, quando em condicdo de contato direto,
apresentando-se estatisticamente superiores ao controle (P <0,05). Quando do contato indireto,
apenas os cimentos Sealer Plus BC e AH Plus apresentaram diferenca significativa ante ao
controle (P <0,05). Conclusdo: Os cimentos & base de biocerdmicas apresentam acéo
antimicrobiana frente a biofilmes bacterianos das duas cepas de E. faecalis testadas quando em
condicdo de contato direto, todavia, destes, apenas o cimento Sealer Plus BC apresentou acao

significativa, quando em contato indireto.

Palavras-chave: Endodontia, Cimentos dentarios, Biofilme bacteriano, Enterococcus faecalis,

Acdo antibacteriana.
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INTRODUCAO

Alguns micro-organismos se aglomeram em biofilmes no sistema de canais radiculares
(SCR) infectados, o que os deixam intrinsecamente mais resistentes aos antimicrobianos do que
suas contrapartes plancténicas (1). Dentre estes, o E. faecalis € o microrganismo mais
prevalente em canais radiculares infectados em casos de retratamento de periodontite apical,
com prevaléncia entre 24% a 77% (2,3). Essa prevaléncia advém de sua capacidade de resistir
a elevados valores de pH (4) e invadir profundamente os tdbulos dentinarios, caracteristica que
Ihe permite sobreviver a acdo dos instrumentos, irrigantes e medicamentos utilizados durante o
tratamento endodoéntico (3). Adicionalmente, o E. faecalis tem capacidade de entrar num estado
viavel, mas ndo cultivavel, quando exposto a condi¢cdes ambientais desfavoraveis, mantendo
sua viabilidade e patogenicidade, possuindo a capacidade de recolonizar o SCR quando
condicdes ideais sdo retomadas (5). Ainda, possui aptiddo para causar monoinfeccdo e
sobreviver a longos periodos de privacdo nutricional sem depender de nutrientes derivados do
metabolismo de outras bactérias (6). Todos esses aspectos ajudam a explicar a elevada

prevaléncia desse micro-organismo nos casos de insucesso do tratamento endoddntico.

Uma vez que a presenca do E. faecalis estd associada a infeccBes endoddnticas
persistentes, essa espécie tem sido utilizada em varias investigacdes sobre os efeitos
antibacterianos dos procedimentos, materiais e substancias utilizados no tratamento
endodéntico (7). Varios estudos in vitro investigaram a atividade antimicrobiana de cimentos
endoddnticos utilizando os mais variados métodos, a maioria deles incluem o teste de difusdo
em agar (8,9) e o teste de contato direto (TCD) (3,9-11). No entanto, o TCD demonstrou ser
um teste quantitativo mais confiavel e reprodutivel, capaz de evidenciar a atividade de
componentes antibacterianos insollveis por simular o contato direto entre o material e 0s
microrganismos em estudo, independentemente da solubilidade e difusdo dos componentes
antimicrobianos dos cimentos (3,12). No entanto, em condicéo clinica, alguns fatores podem
impedir 0 contato entre o cimento e as bactérias residuais, como a presenca de smear layer ou
de tecido dentinario. Neste sentido, para simular tal condicdo, sugeriu-se o teste de contato
indireto por meio da restricdo de contato no qual uma membrana é colocada entre o cimento e
o biofilme, objetivando verificar a capacidade de penetracdo dos componentes antimicrobianos
desses cimentos frente a uma barreira fisica (7). No entanto, existem poucos estudos que

abordem a agdo antimicrobiana dos cimentos endodonticos utilizando essa metodologia.

Os cimentos endodonticos tém uma importante funcdo no controle da infeccdo

endodéntica, uma vez que sdo 0s responsaveis por sepultar as bactérias residuais nos tabulos
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dentinarios e prevenir a entrada de fluidos ou novas bactérias nos canais radiculares (11). Um
dos cimentos endoddnticos mais amplamente utilizado ainda € o AH Plus (Dentsply/De Trey
GmbH, Konstanz, Alemanha), um cimento obturador & base de resina epoOxi-amina que
apresenta propriedades de selamento de longa duracao, grande estabilidade dimensional (13,14)
e propriedades autoadesivas (13). Também apresenta baixa solubilidade, adequada
radiopacidade e expansdo durante a presa (14), aléem de possuir agdo antimicrobiana (11,15) e
propriedades bioldgicas adequadas (14,16). Devido as suas propriedades fisico-quimica e
biologicas o AH Plus tem sido considerado o “padrao ouro” entre os cimentos disponiveis (17),

assim, sendo sugerida sua comparacao a novos materiais que venham a ser desenvolvidos.

Atualmente, vém sendo comercializados cimentos endodonticos com base em
bioceramicas. Esses cimentos tém como base silicatos e/ou fosfato de calcio, o que atraiu
consideravel atencdo por causa de suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Existem duas
grandes vantagens associadas ao uso de materiais bioceramicos: sua biocompatibilidade, o que
impede a rejeicao pelos tecidos periapicais; e a presenca do fosfato de céalcio, por meio da qual
forma-se uma estrutura cristalina semelhante a hidroxiapatita capaz de melhorar a ligacdo
fisico-quimica entre o cimento e a dentina radicular (18). Devido as suas excelentes

propriedades, diversos produtos vém sendo langados no mercado.

Recentemente, o cimento bioceramico Bio-C Sealer (Angelus Industria de Produtos
Odontoldgicos S/A, Londrina, PR, Brasil) foi lancado. Ele é preparado a base de silicatos de
calcio, sendo apresentado na forma de pasta pronta para uso, contida em uma bisnaga Unica
para ser injetada no interior dos canais radiculares. Segundo o fabricante, esse cimento
apresenta acao antibacteriana e bacteriostatica devido a sua alta alcalinidade (pH 12,5); possui
alta radiopacidade e ndo sofre contracdo de presa. Por ser um cimento endodéntico recém-
lancado, até o presente, ndo se encontram disponiveis na literatura estudos acerca de suas

propriedades antimicrobianas.

Outro material recentemente introduzido no mercado tendo como base o dissilicato e
trissilicato de célcio nanoparticulado foi o Sealer Plus BC (MK Life Medical and Dental
Products, Porto Alegre, RS, Brasil), apresentado em bisnaga pronto para uso. De acordo com o
fabricante, esse cimento apresenta bioatividade, atividade bactericida (pH 12), adesdo quimica
a estrutura dental e apresenta expansdo higroscopica quando de sua presa (expande 0,2%)
vedando totalmente o canal. Apesar de recente, ja apresenta avaliacdo disponivel, nela, Mendes
et al. (19) observaram maior liberacéo de ions calcio e pH por parte do Sealer Plus BC do que

do cimento AH Plus. No mesmo estudo, menores valores de tempo de presa, escoamento e
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radiopacidade foram observados para o cimento bioceramico quando comparados com o AH

Plus.

Outro cimento biocerdmico disponivel é o BioRoot RCS (Septodont, Saint Maur-des-
Fosses, Franca), selador bioceramico de canais radiculares com base no silicato tricélcico,
apresentado na forma de pd/liquido. De acordo com o fabricante, possui uma excelente
adesividade, mantém o processo de vedagdo na presenca de umidade, ndo mancha os dentes,
possui grande fluidez e € radiopaco (20). Além disso apresenta-se biocompativel (20,21),

podendo induzir deposicao de tecido duro (20,22) e possui atividade antimicrobiana (23).

Apesar das boas propriedades bioldgicas, torna-se evidente a importancia da avaliacao da
capacidade antimicrobiana por parte de materiais obturadores endodénticos bioceramicos,
principalmente os mais recentemente desenvolvidos, frente a biofilmes de micro-organismos
comumente encontrados no sistema de canais radiculares. Assim, tem-se o objetivo de avaliar,
in vitro, a atividade antimicrobiana dos cimentos biocerdmicos BioRoot RCS, Sealer Plus BC,
Bio-C Sealer, comparando-as a do cimento resinoso AH Plus contra biofilmes de duas cepas de
Enterococcus faecalis. Considerar-se-4& como hipdtese nula que 0s cimentos obturadores
endodénticos bioceramicos ndo apresentardo diferencas de acdo antimicrobiana entre si e em

relacdo ao cimento AH Plus ou em funcdo da variacdo da cepa microbiana.

MATERIAIS E METODOS
Cimentos endodoénticos

Foram utilizados os cimentos obturadores bioceramicos Bio-C Sealer (Angelus
Industria de Produtos Odontolégicos S/A, Londrina, PR, Brasil), Sealer Plus BC (MK Life
Medical and Dental Products, Porto Alegre, RS, Brasil) e BioRoot RCS (Septodont, Saint
Maur-des-Fosses, Franca), e o resinoso AH Plus (Dentsply/De Trey GmbH Konstanz,
Alemanha), empregado como referéncia padrdo; suas composicdes encontram-se descritas na
Tabela 1. Os cimentos que necessitavam de manipulacdo foram preparados de acordo com as
instrucGes dos fabricantes; os cimentos Bio-C Sealer e Sealer Plus BC apresentados na forma
pronta para uso, receberam 30 pL de agua destilada como forma de garantir a umidade

necessaria para sua presa (24).
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Micro-organismos

Foram utilizadas duas cepas de bactérias gram-positivas e facultativas de Enterococcus
faecalis: ATCC 29212 (cepa isolada do trato geniturinério) e ATCC 4083 (cepa isolada de canal
radicular de dente necrosado). Os estoques bacterianos foram conservados em meio Brain Heart
Infusion (BHI; Kasvi, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil) com glicerol a 20% em freezer -80° C.
Para reativa-las foram realizados repiques para viabilizagdo das cepas bacterianas. Foram
inoculados 200 pL de cada cepa em frascos contendo 10 mL de caldo BHI, em duplicata e
incubados a 37° C por 18 horas. A pureza da cultura foi verificada e o inoculo bacteriano foi
padronizado para uma densidade Optica de 0,1 (620 nm), para uma turbidez equivalente a um
crescimento de 1-2 x 108 UFC/mL.

Atividade antimicrobiana sobre biofilmes formados em membrana — Teste de Contato

Direto e Indireto

A formacéo de biofilmes foi induzida em membranas de nitrato de celulose de 13 mm
de didmetro e poros de 0,22 um (Merck Millipore Ltd, Tullagreen, Cork, Islandia). As
membranas foram colocadas sobre a superficie de placas petri contendo 4gar BHI. Em seguida,
aliquotas de 40 pL da suspensdo bacteriana foram aplicadas as superficies das membranas e as

placas armazenadas durante 48 horas a 37° C.

Para o teste de contato direto material/biofilme, 0,15 g de cimento fresco foi colocado
sobre o biofilme formado sobre as membranas. No contato indireto, antes da aplicacdo do
cimento, foi posicionada uma nova membrana de nitrato de celulose estéril sobre os biofilmes
formados e o cimento endodontico foi aplicado sobre a mesma, ou seja, membrana de
nitrocelulose foi interposta entre o biofilme e o cimento. Foram utilizadas trés membranas para
cada cimento, com trés repeticGes em ocasides distintas. O tempo de contato para ambos 0s
testes foi de 30 minutos a 37° C (7). Apos o periodo de contato, o cimento foi removido da
superficie da membrana no contato direto. No contato indireto, a membrana de celulose com o
cimento foi descartada. Em ambas as condic¢des de contato, grupos-controle foram preparados
utilizando uma membrana com biofilme formado sem qualquer contato com os materiais. As
membranas foram transferidas para um frasco contendo 2 mL de solucéo salina estéril que
foram levemente agitados para remover células fracamente aderidas. Em seguida foram
transferidas para outro frasco contendo 2 mL de solucdo salina e agitados por vortex durante 1
minuto (30 s + 15 s + 15 s) intercalado em banho de gelo. Foi realizada uma série de dez
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diluicdes em solucéo salina e aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram plaqueadas em agar
BHI. As unidades formadoras de col6nia (UFC) foram contadas ap6s incubacao por 24 horas a
37°C.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados de ambas as avaliagdes foram tabulados e submetidos ao teste Shapiro-Wilks
para determinacdo de sua normalidade, o qual apontou natureza ndo paramétrica. Desta forma,
foram empregados a analise de variancia de Kruskal-Wallis e o teste de comparacdes de
Student-Newman-Keuls para analise entre os diferentes cimentos e o teste de Mann-Whitney
na analise de cada cimento na comparacao entre as cepas, todos com significancia estabelecida
em 5,0%.

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os dados (mediana, valores minimos e maximos) relativos a
capacidade antimicrobiana ante os biofilmes das duas cepas de E. Faecalis oferecidos pelos
cimentos quando em condicao de contato direto. Os resultados obtidos demonstraram que todos
0s cimentos promoveram alguma reducdo das contagens bacterianas dos biofilmes de E.
faecalis, todavia, nem todos apresentaram diferencas significantes em comparagcdo com 0
grupo-controle. Os cimentos Bio-C Sealer, Sealer Plus BC e BioRoot RCS apresentaram ac¢ao
significativamente maior que o grupo-controle (P<0,05); ainda, os cimentos Bio-C Sealer e
BioRoot RCS apresentaram diferenca significante ante ao AH Plus, considerando a cepa com
origem no trato geniturinério e o Bio-C Sealer quando considerada a cepa isolada de canal
radicular (P<0,05).

Em relacdo ao contato indireto, as medianas, valores minimos e maximos da atividade
antimicrobiana encontram-se descritos na Tabela 3. Os cimentos Bio-C Sealer e Sealer Plus BC
demonstraram acdo significativamente maior que o grupo-controle contra o biofilme da cepa
29212, e os cimentos Sealer Plus BC e AH Plus contra o biofilme da cepa 4083 (P<0,05). Nesta
condig&o apenas o cimento Sealer Plus BC ofereceu agdo maior que o AH Plus contra o biofilme
da cepa 29212 (P<0,05); ndo foram encontradas diferencas ante ao AH Plus quando o biofilme

foi formado com a cepa 4083.
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Comparando-se os resultados oferecidos pelos cimentos dentro das mesmas condicdes,
variando-se as cepas, a analise estatistica ndo encontrou diferenca significante nas comparacdes
dos cimentos bioceramicos (P>0,05), no entanto, o cimento AH Plus apresentou uma agéo

significativamente maior contra a cepa 4083 em ambas as condic¢des de contato (P<0,05).

DISCUSSAO

O uso de materiais obturadores com atividade antimicrobiana é essencial no auxilio a
eliminacdo de micro-organismos gque possam ter permanecido no interior dos canais radiculares
apos o tratamento endodontico, seja por sua capacidade de matar células bacterianas e/ou por
perturbar a biomassa do biofilme (7). Devido a isso, a proposta do presente estudo foi avaliar a
acdo antibiofilme dos cimentos obturadores endodonticos Bio-C Sealer, Sealer Plus BC,
BioRoot RCS, cimentos desenvolvidos com a proposta de serem mais bioldgicos que tém
chamado atencdo do mercado e da comunidade cientifica. Comparou-se suas atividades a do
AH Plus e a um controle por meio do teste de contato direto e indireto com biofilmes
monoespécie formados de duas cepas de Enterococcus faecalis. Considerando os resultados
encontrados, rejeitou-se a hipotese nula inicialmente sugerida, uma vez que alguns cimentos
bioceramicos apresentaram acdo antimicrobiana diferente entre si e superiores a do cimento AH

Plus e ao grupo-controle.

O E. faecalis é uma bactéria gram-positiva, anaerdbia facultativa, normalmente
associada a infeccBes persistentes em dentes com periodontite apical. Devido a isso, essa
espécie tem sido amplamente utilizada em investigacfes sobre os efeitos antibacterianos dos
procedimentos, materiais e substancias utilizados no tratamento endodontico (7,9-11). A cepa
de E. faecalis mais utilizada nos estudos in vitro é a ATCC 29212, com origem no trato
geniturinario (8-10,25,26), no entanto, a utilizacdo de cepas isoladas do ambiente endoddntico
é fortemente recomendada para investigacGes desta natureza, visto que alguns autores sugerem
a existéncia de diferencas nos padrdes globais de suscetibilidade entre as cepas (7,27). Em
funcéo do exposto optou-se pela inclusdo uma cepa isolada de canais radiculares necrosados
(ATCC 4083). Entretanto, os resultados do presente estudo apontaram ndo haver diferencas
significantes na resisténcia das cepas frente aos cimentos bioceramicos — possivelmente pela
sua maior acdo antimicrobiana. J& para o cimento AH Plus foi observada acéo
significativamente maior contra a cepa endodoéntica nas duas condic¢des de contato. A variagdo

da suscetibilidade entre as estirpes clinicas é corroborada por outros autores (7,28,29), podendo
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ser fruto de diferencas genéticas entre as cepas que as predisponha a diferencas na

susceptibilidade aos cimentos endodonticos.

Diversos estudos avaliam a capacidade antimicrobiana de materiais obturadores contra
bactérias em sua forma planctonica, no entanto, considerando a importancia dos biofilmes na
doenca endodontica, é bastante apropriado avaliar a acdo antibacteriana desses materiais ante
os biofilmes (7). Diferentes metodologias tém sido sugeridas para a formacao de biofilmes, o
que mostra a inexisténcia de um metodo ideal que reproduza de forma fiel as condicGes
encontradas in vivo. Wang, Shen e Haapasalo (27) utilizaram dentina humana como substrato
em seu estudo; Faria Junior et al. (30), Rezende et al. (31) e Andolfatto et al. (32) avaliaram a
atividade de cimentos contra biofilmes de E. faecalis formados em dentina de origem bovina;
enquanto Barros et al. (7) e Kapralos et al. (11) utilizaram membranas de nitrocelulose. O uso
de dentina como substrato tem a vantagem de se aproximar das condic@es clinicas, no entanto,
0 uso de membrana apresenta maior facilidade de padronizacao, controle e recuperacdo das
células remanescentes dos biofilmes experimentais (7). No presente estudo, a formagdo do
biofilme foi induzida em membranas de nitrocelulose estéreis como descrito em estudos

anteriores (7,11).

Como método alternativo ao teste de difusdo em agar, o teste do contato direto (TCD)
vem sendo utilizado no intuito de simular o contato direto entre o material e o biofilme. J& o
teste indireto busca simular a inacessibilidade do cimento endoddntico aos microrganismos
diante de alguns fatores que podem vir a dificultar esse contato, testando a capacidade de
difusdo dos componentes antimicrobianos desses cimentos frente a uma barreira fisica (7,11).
No presente estudo foram realizados testes do contato direto e indireto, ambos com tempo de
exposicdo de 30 minutos seguindo o protocolo sugerido por Kayaoglu et al. (33) e Barros et al.
(7). Segundo os autores tal tempo de exposicao justifica-se uma vez que a maioria dos cimentos
endodénticos apresenta uma atividade antibacteriana insuficiente e de curta duracdo, que

diminui significativamente apds sua presa (8, 34-36).

Os resultados encontrados no presente estudo apontam para a existéncia de atividade
antimicrobiana por parte dos cimentos biocerdmicos, tanto o que necessita de manipulacéo
quanto os prontos para o uso, independente da condi¢do de contato e da cepa bacteriana testada.
Todavia, alteragcdes em relacdo a essas condig¢des parecem proporcionar diferentes intensidades
nessa capacidade. No teste do contato direto, os cimentos bioceramicos Bio-C Sealer, Sealer
Plus BC e BioRoot RCS mostraram maior acdo antimicrobiana, oferecendo resultados

significativamente superior ao controle. Os cimentos Bio-C Sealer e BioRoot RCS
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apresentaram ainda acdo significativamente maior que o AH Plus, cimento com atividade
antimicrobiana comprovada (7,14,16). Apesar de inexistirem estudos prévios com os cimentos
Bio-C Sealer e Sealer Plus BC, sugere-se que 0S mesmos apresentem agédo antibacteriana em
funcdo de sua alta alcalinidade, todavia, ndo pode ser afastada a existéncia de algum mecanismo
adicional que incremente tal atividade. J& o BioRoot RCS tem sua atividade antimicrobiana
comprovada também por Arias-Moliz e Camilleri (23). Nessa condicéo de contato, o cimento
resinoso AH Plus ndo apresentou atividade antimicrobiana efetiva ao longo do periodo
avaliado, fato encontrado também em estudos prévios (19,35). A baixa acdo antimicrobiana
proporcionada pelo cimento AH Plus pode ser justificada pela sua baixa capacidade de

liberagdo de ions hidroxila, notadamente relacionada a solubilidade dos materiais.

Em relacdo ao teste de contato indireto, os resultados apontaram vantagem para 0S
cimentos bioceramicos prontos para uso. Infelizmente, ndo se encontram disponiveis estudos
prévios com esses materiais nessas condi¢des. Todavia, sabe-se que nestas a existéncia de uma
barreira com capacidade de limitar o contato entre os materiais e o biofilme sugere a
necessidade de agentes solUveis com capacidade de difundirem-se pela umidade do proprio
material e do biofilme. Tal caracteristica pode, entdo, ressaltar a influéncia de uma maior
solubilidade ou simplesmente capacidade de difusdo, fruto de sua composicdo a base de
silicatos dependentes de umidade ou de um tempo de presa mais longo, ocorréncias que
isoladamente ou juntas poderiam proporcionar maior alcalinidade em curto prazo, justificando
maior difusibilidade de ions hidroxila através da membrana. No caso especifico do Sealer Plus
BC, material que apresentou resultado mais expressivo, oferecendo diferenca significante ante
0 grupo controle independente da cepa ou condicdo de contato, pode-se sugerir que a presenca
adicional de hidroxido de calcio em sua composicdo proporcione um incremento nessa

alcalinidade a curto prazo, favorecendo a difusdo dos ions e proporcionando maior efetividade.

Ao clinico interessa observar que materiais que apresentem elevada capacidade
antimicrobiana, principalmente contra biofilmes, podem colaborar com a sanificacdo do SCR e
com a manutencdo da descontaminacdo alcancada durante o preparo quimico-mecanico.
Considerando tal observacdo, os cimentos bioceramicos, principalmente os apresentados na
forma pronto para o0 uso, como o Sealer Plus BC e o Bio-C Sealer, parecem possuir vantagens
ante aos demais cimentos testados, incrementando ainda mais o hall de propriedades que

contribuem com sua indicagéo de uso clinico na obturacéo do SCR.
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CONCLUSAO

Em funcéo do exposto, considerando as limita¢fes do presente estudo, pode-se concluir
que, de maneira geral, os cimentos obturadores endodonticos bioceramicos apresentam acao
antibacteriana ante a biofilmes de E. faecalis, independente da cepa bacteriana testada; ainda,
que a condicdo de contato influenciou nesta atividade, tendo o Sealer Plus BC sido Unico a

apresentar diferenca em relagdo ao controle em todas as condigdes testadas.
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TABELAS

Tabela 1. Composicdo da pasta/p6 e pasta/liquido dos cimentos.

Pasta A / P6 Pasta B / Liquido
Bio-C Sealer Silicato de célcio
(Angelus Indastria  de  Produtos ~Aluminato de calcio
Odontoldgicos S/A) Oxido de calcio

Oxido de zirconia
Oxido de ferro
Diéxido de silicio
Agente de disperséo

Sealer Plus BC Oxido de zircdnio
(MK Life Medical and Dental Silicato tri-calcico
Products) Silicato di-calcico

Hidroxido de célcio
Propilenoglicol

BioRoot RCS Silicato de tricélcio Cloreto de célcio
(Septodont) Povidona
Oxido de zircénio Policarboxilato
AH Plus Bisfenol-A Renina epoxica Dibenzil-diamina
(Dentsply / De Trey GmbH) Bisfenol-F Renina epdxica Aminoadamantano
Tungstato de célcio Triciclo-decano-diamina
Oxido de zirconio Tungstato de célcio
Silica Oxido de zirconio
Pigmentos de dxido de ferro Silica

Oleo de silicone

Tabela 2. Medianas (valores minimos e maximos) do crescimento bacteriano (UFC/mL) ap6s contato direto
com os biofilmes bacterianos.

ATCC 29212 ATCC 4083
Cimento i i
Mediana (min. - max.) Mediana (min. - max.)

AH Plus 9,53E+10B (5,10E+10 - 1,77E+11) 1,58E+09°¢A (9,38E+08 - 1,70E+09)
Bio-C Sealer 1,03E+08% (3,20E+07 - 1,23E+08) 4,15E+0724 (2,63E+07 - 1,06E+08)
Sealer Plus BC 1,37E+08%A (1,15E+08 - 1,49E+08) 8,43E+07%A (7,48E+07 - 1,36E+08)
BioRoot RCS 1,16E+08%A (5,70E+07 - 1,39E+08) 7,35E+07%A (5,80E+07 - 9,75E+07)
Controle 7,85E+14%A (7,10E+14 - 9,65E+14) 4,08E+14%A (3,15E+14 - 1,45E+15)

abl_etras minGsculas diferentes sobrescritas indicam diferencas significantes de acordo com os testes de Kruskal-Wallis e
Student-Newman-Keuls (P < 0,05) considerando cada cepa testada.

AB | etras mailisculas diferentes sobrescritas indicam diferencas significantes de acordo com o teste de Mann-Whitney (P <
0,05) entre as cepas testadas.
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Tabela 3. Medianas (valores minimos e maximos) do crescimento bacteriano (UFC/mL) apds contato indireto com
os biofilmes bacterianos.

_ ATCC 29212 ATCC 4083
Cimento i _
Mediana (min. - max.) Mediana (min. - max.)

AH Plus 1,24E+10°°B (1,26E+09 - 1,42E+10) 1,21E+08%A (1,19E+08 - 1,54E+08)

Bio-C Sealer 1,46E+08%>A (1,42E+08 - 2,41E+08) 1,42E+08%¢A (1,38E+08 - 1,56E+08)

Sealer Plus BC 1,27E+08*A (1,21E+08 - 1,77E+08) 7,64E+072A(7,50E+07 - 7,88E+07)

BioRoot RCS 2,15E+09%°A (1,47E+08 - 1,87E+10) 1,45E+08%¢A (1,35E+08 - 1,72E+08)

Controle 8,78E+14%A (7,40E+14 - 1,21E+15) 4,32E+14°A (3,25E+14 - 6,08E+14)

ab_etras mindsculas diferentes sobrescritas indicam diferencas significantes de acordo com os testes de Kruskal-Wallis e
Student-Newman-Keuls (P <0,05) considerando cada cepa testada.

AB Letras mailisculas diferentes sobrescritas indicam diferengas significantes de acordo com o teste de Mann-Whitney (P < 0,05)
entre as cepas testadas.
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5. CONCLUSAO GERAL

Em funcdo dos métodos aplicados e considerando os resultados deste estudo, pode-se

concluir que:

- Os cimentos bioceramicos Bio-C Sealer, Sealer Plus BC e BioRoot RCS apresentaram acao
antimicrobiana efetiva quando em contato direto ante ambas as cepas; ainda, que 0s cimentos
Bio-C Sealer e BioRoot RCS contra a cepa 29212 e o Bio-C ante a cepa 4083 apresentaram

atividade superior a do AH Plus;

- Quando em condic¢éo de contato indireto, apenas os cimentos Sealer Plus BC e Bio-C Sealer
ante a cepa 29212 e unicamente o Sealer Plus BC ante a cepa 4083 apresentaram atividade
antimicrobiana significante; ainda, que os cimentos bioceramicos apresentaram atividade

semelhante ao AH Plus a excec¢do do Sealer Plus BC ante a cepa 29212.
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avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of"). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do

not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
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individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or
proof reading the article, etc.).
The authors deny any conflicts of interest related to this study.

Original Research Article Guidelines

Title Page

The title describes the major emphasis of the paper. It must be as short as possible without loss of clarity.
Avoid abbreviations in the title because this may lead to imprecise coding by electronic citation
programs such as PubMed (eg, use sodium hypochlorite rather than NaOCI). The author list must
conform to published standards on authorship (see authorship criteria in the Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals at www.icmje.org). Include the manuscript title; the
names and affiliations of all authors; and the name, affiliation, and full mailing address (including e-
mail) of the corresponding author. This author will be responsible for proofreading page proofs and
ordering reprints when applicable. Also highlight the contribution of each author in the cover letter.
Abstract

The Abstract concisely describes the purpose of the study in 250 or fewer words. It must be organized
into sections: Introduction, Methods, Results, and Conclusions. The hypothesis is described in the
Abstract Introduction. The Abstract describes the new contributions made by this study. The Abstract
word limitation and its wide distribution (eg, PubMed) make it challenging to write clearly. This section
is written last by many authors. Write the abstract in past tense because the study has been completed.
Provide 3-5 keywords.

Introduction

The introduction briefly reviews the pertinent literature in order to identify the gap in knowledge that
the study is intended to address and the limitations of previous studies in the area. Clearly describe the
purpose of the study, the tested hypothesis, and its scope. Many successful manuscripts require no more
than a few paragraphs to accomplish these goals; therefore, do not perform extensive literature review
or discuss the results of the study in this section.

Materials and Methods

The Materials and Methods section is intended to permit other investigators to repeat your experiments.
There are 4 components to this section: (1) detailed description of the materials used and their
components, (2) experimental design, (3) procedures employed, and (4) statistical tests used to analyze
the results. Most manuscripts should cite prior studies that used similar methods and succinctly describe
the essential aspects used in the present study. A "methods figure"” will be rejected unless the procedure
is novel and requires an illustration for comprehension. If the method is novel, then you must carefully
describe the method and include validation experiments. If the study used a commercial product, the
manuscript must either state that you followed manufacturer’s protocol or specify any changes made to

the protocol. If the study used an in vitro model to simulate a clinical outcome, describe either
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experiments made to validate the model or previous literature that proved the clinical relevance of the
model. The statistical analysis section must describe which tests were used to analyze which dependent
measures; P values must be specified. Additional details may include randomization scheme,
stratification (if any), power analysis as a basis for sample size computation, dropouts from clinical
trials, the effects of important confounding variables, and bivariate versus multivariate analysis.
Results

Only experimental results are appropriate in this section; do not include methods, discussion, or
conclusions. Include only those data that are critical for the study, as defined by the aim(s). Do not
include all available data without justification; any repetitive findings will be rejected from publication.
All Figures, Charts, and Tables must be cited in the text in numerical order and include a brief
description of the major findings. Consider using Supplemental Figures, Tables, or Video clips that will
be published online. Supplemental material often is used to provide additional information or control
experiments that support the results section (eg, microarray data).

Figures

There are 2 general types of figures: type 1 includes photographs, radiographs, or micrographs; type 2
includes graphs. Type 1: Include only essential figures and use composite figures containing several
panels of photographs, if possible. Each panel must be clearly identified with a letter (eg, A, B, C), and
the parts must be defined in the figure legend. A figure that contains many panels counts as 1 figure.
Type 2: Graphs (ie, line drawings including bar graphs) that plot a dependent measure (on the Y axis)
as a function of an independent measure (usually plotted on the X axis). One example is a graph
depicting pain scores over time. Use graphs when the overall trend of the results is more important than
the exact numeric values of the results. A graph is a convenient way to report that an ibuprofen-treated
group reported less pain than a placebo-treated group over the first 24 hours, but pain reported was the
same for both groups over the next 96 hours. In this case, the trend of the results is the primary finding;
the actual pain scores are not as critical as the relative differences between the NSAID and placebo
groups.

Tables

Tables are appropriate when it is critical to present exact numeric values; however, not all results need
be placed in either a table or figure. Instead of a simple table, the results could state that there was no
inhibition of growth from 0.001%-0.03% NaOCI, and a 100% inhibition of growth from 0.03%-3%
NaOCI (N=5/group). If the results are not significant, then it is probably not necessary to include the
results in either a table or as a figure.

Acknowledgments

All authors must affirm that they have no financial affiliation (eg, employment, direct payment, stock
holdings, retainers, consultantships, patent licensing arrangements, or honoraria), or involvement with
any commercial organization with direct financial interest in the subject or materials discussed in this
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of interest. Append a paragraph to the manuscript that fully discloses any financial or other interest that
poses a conflict. Disclose all sources and attribute all grants, contracts, or donations that funded the
study. Specific wording: "The authors deny any conflicts of interest related to this study."

References

The reference style can be learned from reading past issues of JOE. References are numbered in order
of citation. Place text citation of the reference Arabic number in parentheses at the end of a sentence or
at the end of a clause that requires a literature citation. Do not use superscript for references. Original
reports are limited to 35 references. There are no limits in the number of references for review articles.
Other Article Types and Guidelines

Manuscripts submitted to JOE that are not Original Articles must fall into one of the following
categories. Abstract limit: 250 words. Note that word limits, listed by type, do not include figure legends
or References. If you are not sure whether your manuscript falls within one of the categories listed or if
you would like to request pre-approval to submit additional figures, contact the Editor at
JEndodontics@uthscsa.edu.

CONSORT Randomized Clinical Trial

Must strictly adhere to the Consolidated Standards of Reporting Trials—CONSORT—minimum
guidelines for publication of randomized clinical trials (http://www.consort-statement.org). Word limit:
3500. Headings: Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgments. Maximum number of figures: 4. Maximum number of tables: 4.

Review Article

Either narrative articles or systemic reviews/meta-analyses. Case Report/Clinical Techniques articles,
even when they include an extensive review of the literature, are categorized as Case Report/Clinical
Techniques. Word limit: 3500. Headings: Abstract, Introduction, Discussion, Acknowledgments.
Maximum number of figures: 4. Maximum number of tables: 4.

Clinical Research

Prospective or retrospective studies of patients or patient records, research on biopsies excluding the use
of human teeth for technique studies. Word limit: 3500. Headings: Abstract, Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Acknowledgments. Maximum number of figures: 4. Maximum number
of tables: 4.

Basic Research—Biology

Animal or culture studies of biological research on physiology, development, stem cell differentiation,
inflammation, or pathology. Primary focus is on biology. Word limit: 2500. Headings: Abstract,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgments. Maximum number of
figures: 4. Maximum number of tables: 4.

Basic Research—Technology
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Focus primarily on research related to techniques and materials used, or on potential clinical use, in
endodontics. Word limit: 2500. Headings: Abstract, Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion, Acknowledgments. Maximum number of figures: 3. Maximum number of tables: 3.

Case Report/Clinical Techniques

Reports of an unusual clinical case or use of a cutting edge technology in a clinical case. Word limit:
2500. Headings: Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgments. Maximum number of figures: 4. Maximum number of tables: 4.

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the
Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes of
Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-
for-profit sectors.

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other
units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant
text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with
their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the
article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa).
Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not allowed in the reference list, but they may be mentioned in the text. Citation of
a reference as "in press"” implies that the item has been accepted for publication.

Reference links
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Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the
sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus,
CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that
incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly
encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An
example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James
D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884.
Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.
Web References

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should
also be given. Web references are included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in
your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and
global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify
it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue’ are added to any references in the list (and any citations in the
text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language styles,
such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will
be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please
follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use reference
management software, please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic
manuscript. More information on how to remove field codes from different reference management
software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-endodontics
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When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-ins
for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by Arabic numerals in parentheses, numbered in the order in which they appear
in the text. List: Number the references in the list in the order in which they appear in the text. List 3
authors then et al.

Examples:

Journal article:

1. Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun.
2010;163:51-59.

Book:

2. Strunk W Jr, White EB. The Elements of Style, 4th ed. New York: Longman; 2000.

Chapter in an edited book:

3. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, eds. Introduction to the Electronic Age. New York: E-Publishing; 2009:281-304.

Journal abbreviations source

Journal names are abbreviated according to Index medicus.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication where
appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data refers to
the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement about
the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of these
ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to the
"References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission. This
may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access or
unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process, for
example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your published

article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.



