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Cury MTS. Avaliacdo in vivo e in vitro das emulsdes de Palmarosa e Tomilho como
agentes irrigantes finais para o tratamento endodontico. 2023. 106 f. [Tese].

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

RESUMO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro e in vivo a atividade antimicrobiana,
biocompatibilidade e o poder flogbgeno das emulsdes de Cymbopogon martinis
(Palmarosa) e Thymus vulgaris (Tomilho) como agentes irrigantes finais. Para o teste in
vitro, espécimes de dentina radicular foram obtidas a partir de incisivos inferiores
permanentes humanos foram contaminados com biofilme multiespécie. Apds as amostras
serem instrumentadas com Reciproc R25, foram testados protocolos de irrigagao final
com hipoclorito de sédio 1%, soro, emulsdo de Tomilho e emulsdo de Palmarosa.
Microscopia confocal com coloragdo de viabilidade foi utilizada para analisar
quantitativamente as proporc¢des de bactérias mortas e vivas no interior dos tibulos
dentinarios, apds 5 minutos e apos 48 horas da irrigacdo final. Os resultados foram
analisados com ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia estabelecido em
5%. Para a andlise histologica, tubos de polietileno com os extratos foram implantados
no dorso de 24 ratos machos Wistar. A andlise da capsula fibrosa e do infiltrado
inflamatorio foram realizadas apos 7, 15 e 30 dias. Os dados foram submetidos ao teste
de Kruskal-Wallis e Dunn, com nivel de significancia de 5%. O grupo soro apresentou a
maior invasao bacteriana, ndo havendo diferenga entre os periodos. O hipoclorito de soédio
demonstrou maior remogao de biofilme apds 5 minutos (p < 0,05), diminuindo seu poder
bactericida em 48 horas, se igualando as emulsdes de Tomilho e Palmarosa em 5 minutos
(p > 0,05). Ambas emulsdes apresentaram um decréscimo na atividade antimicrobiana
com o decorrer do tempo. Para a quantificagdo do edema, foram utilizados 36 ratos que
receberam inje¢do intravenosa de Azul de Evans 1%. Apds 30 minutos, os animais
receberam injecdo subcutinea na regido dorsal de emulsdo de Palmarosa ou Tomilho ou
soro fisioldgico (controle). Os animais foram eutanasiados apos 3 e 6 horas, as amostras
coletadas, imersas em formamida por 72h e avaliadas por espectrofotometria. Os testes
de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram usados para analisar os dados histologicos, e
os resultados do teste edemogénico foram analisados com ANOVA e teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5%. O reparo tecidual foi significativamente melhor apds 15 dias
do que apos 7 dias (p < 0,01), tornando-se semelhante ao controle ap6s 30 dias, ndo

havendo diferenga estatistica entre as emulsdes (p > 0,05). O grupo Tomilho induziu



maior edema em comparagdo com o grupo controle em 3 horas, e ndo mostrou diferenca
comparado com a Palmarosa. Em 6 horas, ambas as emulsdes apresentaram maior edema
inflamatorio que o grupo controle (p < 0,05). Podemos constatar que as emulsdes de
Palmarosa e Tomilho sdo biocompativeis, mesmo gerando reacdo inflamatoria inicial, e
geram exsudado inflamatdrio que intensifica com o decorrer do tempo. Além disso, a
supressao bacteriana imediata foi efetiva por ambas emulsdes, porém menos efetiva que

o hipoclorito de sodio.

Palavras-chave: Desinfec¢ao, Emulsao, Endodontia, Inflamagao.
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Cury MTS. In vivo and in vitro evaluation of Palmarosa and Thyme emulsions as
final irrigating agents for endodontic treatment. 2023. 106 f. [Thesis]. School of
Dentistry Sdo Paulo State University, Aragatuba, 2023.

GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate in vitro and in vivo antimicrobial activity and
biocompatibility of Cymbopogon martinis (Palmarosa) and Thymus vulgaris (Tomilho)
emulsions as final irrigating agents. For the in vitro test, specimens of root dentin were
obtained from human permanent mandibular incisors that were contaminated with
multispecies biofilm. After samples were instrumented with Reciproc R2S5, final
irrigation protocols were tested with 1% sodium hypochlorite (positive control), Tomilho
emulsion, Palmarosa emulsion and saline (negative control). Confocal microscopy with
viability staining was used to quantitatively analyze proportions of dead and live bacteria
inside the dentinal tubules, after 5 minutes and after 48 hours of the final irrigation. The
results were analyzed using ANOVA and Tukey's test, with a significance level set at 5%.
For histological analysis, polyethylene tubes with extracts were implanted on the back of
24 male Wistar rats. The analysis of fibrous capsule and the inflammatory infiltrate were
performed after 7, 15 and 30 days. Data were submitted to the Kruskal-Wallis and Dunn
test, with a significance level of 5%. The group showed the greatest bacterial invasion,
with no difference between periods. Sodium hypochlorite showed greater biofilm
removal after 5 minutes (p < 0.05), decreasing its bactericidal power in 48 hours,
matching Tomilho and Palmarosa emulsions in 5 minutes (p > 0.05). Both emulsions
showed a decrease in antimicrobial activity over time. For the edema quantification, 36
rats received intravenous injection of 1% Evan’s Blue. After 30 minutes, animals received
subcutaneous injection in the dorsal region of Palmarosa or Tomilho emulsion or saline
(control). The animals were euthanized after 3 and 6 hours, the samples collected,
immersed in formamide for 72 hours and evaluated by spectrophotometry. The Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis tests were used to analyze the histological data, and the
results of the edema test were analyzed with ANOVA and Tukey's test, with a
significance level of 5%. Tissue repair was significantly better after 15 days than after 7
days (p <0.01), similar to the control after 30 days, with no statistical difference between
the emulsions (p > 0.05). Tomilho group induced more edema compared to the control

group at 3 hours, and showed no difference compared to Palmarosa. At 6 hours, both



emulsions showed greater inflammatory edema than the control group (p < 0.05). It’s
possible to conclude that Palmarosa and Tomilho emulsions are biocompatible and
generate inflammatory exudate that intensifies over time. Furthermore, immediate
bacterial suppression was effective by both emulsions, but less effective than sodium

hypochlorite.

Keywords: Endodontics, Disinfection, Emulsions, Inflammation.
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INTRODUCAO GERAL

O tratamento endoddntico convencional, em casos de necrose pulpar séptica,
busca a maior eliminagdo possivel de microrganismos do sistema de canais radiculares.
A acdo mecanica dos instrumentos endodonticos durante o preparo biomecanico,
combinada com as propriedades fisico-quimicas das solugdes irrigadoras e medicagao
intracanal, promove a reducdo da carga bacteriana e favorece o reparo periapical (Zancan
et al., 2018).

Associado a agdo mecanica dos instrumentos endoddnticos, o hipoclorito de sodio
(NaOCl) ¢ a solugao irrigante mais utilizada, por sua capacidade antimicrobiana (Estrela
et al., 2012) e de solvente de matéria organica (Poggio et al., 2012). A eliminacdo de
microrganismos ¢ diretamente proporcional a concentracdo de cloro livre utilizado
durante a irrigacdo que, por sua vez, depende da concentracdo de acido hipocloroso,
causando um efeito bactericida por oxidacao e hidrélise de grupos sulfuretos de enzimas
localizadas nas membranas bacterianas e citoplasma (Siqueira et al., 1998). Entretanto, o
tamponamento da solu¢do em meio muito alcalino, apesar de favoravel no ponto de vista
da estabilidade da solugdo, ndo ¢ aconselhavel no uso, visto que o emprego de uma
solucdo com teor de cloro livre mais elevado, ndo necessariamente apresentara acao mais
desinfetante, visto que a a¢do do hipoclorito depende também do pH, sendo mais eficaz
em meio mais acido (Paiva et al., 1989). De uma maneira geral, existe uma relagdo direta
entre o poder bactericida e o poder de irritagdo das substancias. Isto ocorre porque estas
solucdes ndo apresentam seletividade celular. Assim, uma substancia capaz de destruir
células bacterianas, também destruira células dos tecidos periapicais, sendo nao
aconselhado seu uso no tratamento conservador e em casos de dentes com rizogénese
incompleta, em que pode ocorrer o extravasamento ndo intencional da substincia na
regido periapical (Faras et al., 2016).

A irrigagdo convencional com seringa e agulha ¢ a técnica mais realizada
mundialmente, porém ndo ¢ totalmente eficaz no ter¢o apical do canal radicular devido
sua complexa anatomia, que pode abrigar bactérias, dificultando a ag@o de instrumentos
e irrigantes, uma vez que mesmo apds o preparo biomecanico e irrigagdo com hipoclorito
de sddio, independentemente da concentragdo, ha permanéncia de bactérias (Siqueira &
Roégas, 2008; Shin et al., 2010). Portanto, as solugdes irrigadoras devem ser levadas em

contato direto com toda a parede do canal para uma agao efetiva (Heard & Walton, 1997),
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e um protocolo final de irrigagao ¢ essencial para o sucesso do tratamento endoddntico
(Zehnder, 20006).

Protocolos de irrigacdo sdo necessarios para a sanificagdo do sistema de canais
radiculares, necessario para o sucesso do tratamento endoddntico (Nair, 2006). Estudos
afirmam que muitas areas do canal radicular permanecem intocadas pelos instrumentos
endodonticos, o que enfatiza a importancia da ativagdo da irrigacdo para remog¢ao de
debris e microrganismos do canal radicular. Duque et al. (2017) analisaram 50 raizes
mesiais de molares concluindo que para promover uma maior limpeza de areas nao
tocadas por instrumentos endoddnticos, realizar a agitagao da solugdo irrigadora foi mais
eficaz quando comparado com o método de irrigag@o e aspiracdo convencional.

A 1irrigagdo ultrassonica passiva (PUI), descrita inicialmente por Weller et al.
(1980), ¢ um recurso para ativagdo das solugdes irrigantes com uso de um inserto
acionado por ultrassom, induzindo a formac¢ao de cavitagcdes e ondas acusticas e quando
utilizado na solu¢do de NaOCl, ¢ capaz de remover uma quantidade maior de detritos,
bactérias e tecido pulpar necrotico de areas do canal radicular com anatomia complexa
(Rodig et al., 2010; Vivan et al., 2016). No entanto, bactérias resistentes podem
permanecer viaveis no interior do sistema de canais radiculares, colonizando os tubulos
dentinarios em uma profundidade de 200 a 300 pm, tornando-se inacessiveis (Horiba et
al., 1990).

Realizar o tratamento endodontico em multipla sessdo, nos casos de polpa
necrosada, ¢ o protocolo tradicional de escolha. Sabe-se que a a¢do mecanica dos
instrumentos ndo ¢ capaz de eliminar por completo os microrganismos presentes no
sistema de canais radiculares infectados, ndo atingindo a intimidade dos tubulos
dentinarios e sua complexidade anatdmica. Ainda que o preparo biomecanico reduza
significativamente o numero de microrganismos, aqueles que persistiram, ao se
multiplicarem, ocasionam uma recontaminagao do sistema de canais radiculares, podendo
estes ser novamente detectados na luz do canal principal apds 72 a 96 horas (Gomes et
al., 2003). Além disso, alguns microrganismos isolados como Enterococcus faecalis,
Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis podem sobreviver a irrigagdo com
hipoclorito de sddio enquanto desenvolve tolerancia alcalina e resisténcia a antibioticos
e clorexidina (Cieplik et al., 2019; Jungermann et al., 2011; Kitagawa et al., 2016; Wang
et al., 2017).
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Portanto, hd uma necessidade de encontrar novos agentes irrigantes com farmacologia
seletiva e menos toxicidade. A possibilidade de utilizar outras substancias quimicas com
propriedades antimicrobianas, podera também disponibilizar condutas aplicaveis e
funcionais para o tratamento de dentes com necrose pulpar e lesdo periapical cronica, as
quais, para serem indicadas na pratica odontologica, devem apresentar inicialmente

principios bioldgicos (Duncan & 1zzo 2005).

O estudo de produtos naturais para potencializar o efeito da irrigagao e contribuir para
a eliminagdo de microrganismos do interior dos canais radiculares, sem causar efeitos
citotdxicos, tém crescido com o passar dos anos. Dentre esses produtos naturais os 6leos
essenciais (EO) s3o amplamente propostos como antimicrobianos naturais,
principalmente por serem ricos em terpenos, considerados metabolitos secundarios, com
conhecidos efeitos bacteriostaticos, bactericidas, propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias e cicatrizantes, principalmente os terpenos modificados que contém
oxigénio na forma de hidroxila, éter, aldeido, cetona ou por¢des carboxilicas (Pereira et
al., 2018).

Um desses EO ¢ o da planta de tomilho (7hymus vulgaris), preparado a partir das
folhas e flores pelo método da destilacdo a vapor. O EO de tomilho ¢ util em condigdes
como: alivio de gastrite e enterocolite, candidiase oral, infec¢des respiratorias, tratamento
de inchacos causados por gota ou problemas reumdticos, dores nas costas e nas
articulagdes (Thosar et al., 2018), sendo um dos 10 EOs mais comercializados ao redor o
mundo, uma vez que ¢ usado como conservante natural de alimentos, apresenta efeito
antioxidante, antibacteriano e antifingico consideravel (Ben-Jabeur et al., 2015). O EO
de T. vulgaris pode conter até¢ 30 monoterpenos, resultando em uma composi¢ao quimica
diversa dos EOs derivados de plantas da mesma espécie, levando a diferentes
quimiotipos, sendo os predominantes linalol e limonene.

Outra espécie utilizada nas terapias naturais ¢ o Cymbopogon martini, também
conhecido como Palmarosa ou Geranio Indiano, uma graminea herbacea tropical
pertencente a familia Poaceae. As partes aéreas das plantas como folha, caule e
inflorescéncia sdo consideradas fontes de EO e ricas em constituintes quimicos bioativos
como cariofileno, geraniol, acetato de geranila, linalol, mirceno, limonene, humuleno,
selinenos, etc. (Kakaraparthi et al., 2015). O EO da Palmarosa ¢ considerado nao toxico,
nao sensibilizante e ndo irritante, sendo utilizado como antimicrobiano, anti-helmintico,

cosmético, de higiene pessoal, farmacéutico, conservante e repelente de mosquitos, e
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também como ingrediente em fitoterdpicos, cha, bebidas ndo alcodlicas, sabor em
produtos de tabaco (Gupta et al., 2015). A atividade antifingica da Palmarosa contra
fungos fitopatogénicos foi relatada quando encapsulado em nanoparticulas (Kalagatur et
al., 2018).

Trabalhos avaliando as propriedades bioldgicas dos EO, como biocompatibilidade
e citotoxicidade, sdo amplamente realizados (Manconi et al., 2018; Murbach Teles
Andrade et al., 2014; Rios et al., 2009). Murbach et al. (2014) evidenciou, em um ensaio
MTT de viabilidade celular, que o EO de Palmarosa ndo afetou a viabilidade de
monocitos. Ja Fachini-Queiroz et al. (2012) avaliou os efeitos do EO de Tomilho em
modelos experimentais de edema de orelha e pleurisia induzida por carragenina, bem
como quimiotaxia in vitro, demonstrando que o Tomilho apresenta efeitos anti-
inflamatorios.

Além de testes a respeito da biocompatibilidade, o efeito antimicrobiano do Tomilho
e da Palmarosa foi avaliado por diversos estudos, variando de acordo com as espécies
microbianas testadas (Prabuseenivasan et al., 2006; Sakkas & Papadopoulou, 2017,
Tardugno et al., 2022; de Oliveira et al., 2021). Gemeda et al. (2018) observou a
concentragdo inibitéria minima (MIC) do EO da Palmarosa contra cepas bacterianas e
fungicas isoladas, apresentando atividade biologica superior contra patégenos fingicos
em compara¢ao com bactérias. Em patogenos bacterianos, o EO de Palmarosa mostrou
atividade inibitoria potencialmente mais alta contra o crescimento de Streptococcus
pyogenes com MIC de 2,5 ug/ml. Foi constatado também que cepas padrdo bacterianas
sdo mais suscetiveis ao EO, em comparagdo com as clinicamente isoladas. Além disso,
h4 maior eficacia contra bactérias gram positivas do que bactérias gram negativas. Da
mesma forma, o EO do Tomilho apresentou maior atividade antimicrobiana contra
fungos, seguido das bactérias gram positivas e gram negativas (Cosentino et al.,
1999). De Oliveira et al., (2021) avaliou o efeito inibitério e antibiofilme do EO de
Thymus vulgaris, comprovando os efeitos inibitorios sobre as espécies cariogénicas,
mostrando-se capaz de romper biofilmes pré-formados.

Em busca de solugdes irrigantes mais citocompativeis e com outros efeitos
terapéuticos como a¢ao anti-inflamatoria, principalmente para o tratamento endodontico
de dentes permanentes jovens e considerando que ainda ndo foram encontrados na
literatura trabalhos utilizando as emulsdes de Tomilho e Palmarosa como agentes

irrigantes, o objetivo deste estudo foi avaliar um protocolo de irrigagao, contendo como
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agente irrigante final as emulsdes de Palmarosa e Tomilho, associadas a ativagdo

ultrassOnica passiva.

OBJETIVO GERAL
Avaliar um protocolo de irrigagdo, contendo como agente irrigante final as

emulsdes de Palmarosa e Tomilho.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigo 1: Avalia¢do in vivo da resposta tecidual e capacidade de gerar edema das
emulsdes de Palmarosa e Tomilho
e Avaliar a resposta tecidual aos implantes subcutdneos contendo as emulsdes de
Palmarosa e Tomillho, por meio da analise morfoldgica.
e Avaliar o poder flogégeno das emulsdes de Palmarosa e Tomilho na fase aguda

da inflamacgdo, através do teste edemogénico.

Artigo 2: Eficacia antimicrobiana das emulsdes de Palmarosa e Tomilho em um
protocolo final de irrigagdo no tratamento endoddntico
e Avaliar o efeito in vitro do protocolo de irrigacdo com as emulsdes de Tomilho e
Palmarosa associadas a ativacdo ultrassonica passiva sobre biofilme

intrarradicular, por meio de microscopia confocal.
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Resumo

Objetivo

O objetivo foi avaliar in vivo a biocompatibilidade e o poder flogdégeno das emulsdes de

Cymbopogon martinis e Thymus vulgaris.

Metodologia

Para a anadlise histologica, tubos de polietileno com os extratos foram implantados no
dorso de 24 ratos machos Wistar. A andlise da capsula fibrosa e do infiltrado inflamatdrio
foram realizadas ap6s 7, 15 e 30 dias. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis e Dunn, com nivel de significancia de 5%. Para a quantificacdo do edema, foram
utilizados 36 ratos que receberam inje¢do intravenosa de Azul de Evans 1%. Apos 30
minutos, os animais receberam injecdo subcutdnea na regido dorsal de emulsdo de
Palmarosa ou Tomilho ou soro fisioldgico (controle). Os animais foram eutanasiados
apos 3 e 6 horas, as amostras coletadas, imersas em formamida por 72h e avaliadas por
espectrofotometria. Os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram usados para
analisar os dados histoldgicos, e os resultados do teste edemogénico foram analisados

com ANOVA e teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados

A dimunic¢ao da inflamacao foi significativamente melhor ap6s 15 dias do que ap6s 7 dias
(p < 0,01), ndo havendo diferenca estatistica entre as emulsdes e o grupo controle (p >
0,05). Apo6s 30 dias, a resposta de ambas as emulsdes foi semelhante ao controle. O grupo
Tomilho induziu maior edema em comparagdo com o grupo controle em 3 horas, € ndo
mostrou diferenga comparado com a Palmarosa. Em 6 horas, ambas as emulsdes

apresentaram maior edema inflamatoério que o grupo controle (p<0,05).

Conclusao

Podemos constatar que as emulsdes de Palmarosa e Tomilho sdo biocompativeis e geram

exsudado inflamatorio que intensifica até 6 horas.
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Introducio

Durante o tratamento endodontico, associado a agdo mecanica dos instrumentos
endodonticos, o hipoclorito de sddio (NaOCI) € a solucdo irrigante mais utilizada, por sua
capacidade antimicrobiana (Estrela et al., 2012) e de solvente de matéria organica, porém

irritante para os tecidos (Poggio et al., 2012).

De uma maneira geral, existe uma relagdo direta entre o poder bactericida e o
poder de irritagdo das substancias utilizadas para irrigacdo dos canais radiculares. Isto
ocorre porque estas solu¢des nao apresentam seletividade celular. Assim, uma substancia
capaz de destruir células bacterianas, também destruird células dos tecidos periapicais,
sendo invidvel seu uso no tratamento conservador e em casos de dentes com rizogénese
incompleta, em que pode ocorrer o extravasamento ndo intencional da substincia na

regido periapical (Faras et al., 2016).

A inflamacdo ¢ uma medida protetora para eliminar os estimulos lesivos, sendo
que os monocitos tém um papel fundamental na defesa imediata contra agentes estranhos.
Os monocitos sdo células sanguineas derivadas da medula Ossea e precursores de
macrofagos nos tecidos lesados. Apos a ativagdo, os mondcitos produzem varios
mediadores, incluindo citocinas, desempenhando um papel central na imunidade inata e

adaptativa (Caldefie-Chezer et al., 2006).

Durante o processo de inflamagao, os macréfagos t€ém um papel fundamental na
defesa imediata contra agentes estranhos. Apos a ativagdo com um estimulo inflamatoério,
como o lipopolissacarideo (LPS), os macréfagos produzem uma variedade de mediadores
pro-inflamatoérios, incluindo prostaglandina E2 (PGE2) e 6xido nitrico (NO) (Geller e
Billiar, 1998). A PGE2 ¢ sintetizada pela enzima limitante de velocidade ciclooxigenase
(COX), enquanto o NO ¢ sintetizado pelo 6xido nitrico sintase (NOS). A ciclooxigenase
existe como duas isoformas principais (COX-1 e COX-2) e uma variante (COX-3).
Enquanto a COX-1 ¢ expressa constitutivamente em muitos tecidos, a COX-2 ¢ uma
enzima induzivel expressa nas células relacionadas a inflamacdo, como os macrofagos,
que produz grandes quantidades de prostaglandinas. Além disso, os macrofagos ativados
por LPS expressam NOS transcricionalmente induzivel (iNOS) que produz grandes
quantidades de NO a partir de l-arginina. Até o momento, trés isoformas de NOS foram

identificadas: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e iNOS. A alta producao
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de NO pela iNOS contribui para a patogénese do choque séptico e doencas inflamatdrias
(Zamora et al., 2000; Guzik et al., 2003). Portanto, a inibigao seletiva de COX-2 e iNOS

em macréfagos ¢ uma estratégia util para triagem de novos anti-inflamatorios.

Na medicina popular, as plantas medicinais e seus compostos derivados isolados
sao fontes de novos e especificos inibidores do processo inflamatorio, e na busca de novos
produtos naturais bioativos contra a inflamacao, os 6leos essenciais (EOs) tém sido cada
vez mais estudados como uma rica fonte desses produtos (Sa et al., 2013; Rios et al.,
2009). EOs sao misturas complexas de compostos volateis extraidos de materiais vegetais
aromaticos, constituidos principalmente por terpenos modificados que contém oxigénio
na forma de hidroxila, éter, aldeido, cetona ou por¢des carboxilicas (Bilia et al., 2014).

Uma espécie utilizada nas terapias naturais ¢ o Cymbopogon martini (Roxb.)
também conhecido como Palmarosa ou Geranio Indiano, uma graminea herbécea tropical
pertencente a familia Poaceae, que contém em sua composi¢ao os monoternos linalol,
geraniol e limonene (Kakaraparthi et al., 2015). E considerado ndo téxico, ndo
sensibilizante e ndo irritante, como evidenciado por Murbach et al. (2014), em um ensaio
MTT de viabilidade celular, em que o EO de Palmarosa ndo afetou a viabilidade de
monacitos.

Outro EO amplamente utilizado devido suas excelentes propriedades bioldgicas é
o da planta de tomilho (Thymus vulgaris), preparado a partir das folhas e flores pelo
método da destilagdo a vapor, e contendo em sua composi¢ao monoternos, como linalol
e limonene (Thosar et al., 2018). Fachini-Queiroz et al. (2012) avaliou os efeitos do EO
de em modelos experimentais de edema de orelha e pleurisia induzida por carragenina,
bem como quimiotaxia in vitro, demonstrando que o tomilho apresenta efeitos anti-
inflamatorios.

Em busca de solugdes irrigantes mais citocompativeis e com outros efeitos
terapéuticos como ac¢do anti-inflamatéria, e considerando que ainda ndao foram
encontrados na literatura trabalhos utilizando as emulsdes de Palmarosa e Tomilho como

agentes irrigantes finais, a avaliag¢@o in vivo dessas substancias se faz necessaria.

Objetivos

1- Avaliar a resposta tecidual aos implantes subcutdneos contendo as emulsoes

de Palmarosa e Tomillho, por meio da analise morfologica.
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2- Avaliar o poder flogdgeno das emulsdes de Palmarosa e Tomilho na fase

aguda da inflamacao, através do teste edemogénico.

Material e métodos

O protocolo experimental foi realizado em conformidade com as leis e diretrizes
institucionais relevantes, de acordo com os padrdes éticos aprovados pelo Comité de Etica
Institucional sobre Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista, Sao Paulo, Brasil

(Processo FOA n° 0209-2022).

Estimativa da unidade amostral.

O tamanho da amostra foi estimado com base em estudos anteriores
(Taveira,1988; Valentim et al., 2017; Benetti et al., 2020). Considerando o erro do tipo
alfa de 0,05, um poder beta de 0,95 e uma razdo N2/N1 de 1 foram estipulados, um total
de 08 amostras por grupo foi indicado como o tamanho necessario para notar diferengas
significativas para a andlise morfologica, e um total de 06 amostras por grupo para a o

teste edemogénico.

Implante subcutdneo - andlise morfologica.

Vinte e quatro ratos machos Wistar (Rattus norvegiccus), com 4-6 meses de idade,
pesando 250-280g, foram utilizados no estudo. Os animais foram alojados em jaulas com
temperatura controlada, com agua e comida ad libitum. Foram preparados 72 tubos de
polietileno (Abbott Laboratories do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil) de acordo com estudos
anteriores (Cintra et al., 2017; Gomes-Filho et al., 2015; Valentim et al., 2017). As
extremidades dos tubos foram preenchidas com esponja hemostatica (Hemospon,
Magquira Dental Group, Maringa, PR, Brasil), e foram embebidas por gotejamento das
emulsdes. Para o grupo controle, 24 tubos tiveram as extremidades preenchidas com a
esponja hemostatica e embebidas em solugdo salina (NaCl 0,9%).

Os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg Rhobifarma Industria
Farmacéutica Ltda, Hortolandia, Brasil) e quetamina (25mg/kg Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Sio Paulo, Brasil), com injecdo intramuscular. Tricotomia
manual foi realizada no dorso dos animais e antissepsia obtida com solu¢do de iodo 5%,
seguido de uma incisdo de 2cm com lamina de bisturi 15C Bard-Parker (BD, Franklin

Lakes, NJ) atingindo o tecido subcutaneo e foi realizada a divulsdo, com extensdo de
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aproximadamente 3cm, em ambos os lados da incisdo, com auxilio de uma tesoura de
ponta romba. Dois tubos de polietileno contendo as emulsdes e um tubo controle foram
implantados em cada animal em direcdes opostas e a pele foi suturada com fio de seda
4.0 (Johnson; Johnson Produtos Prossionais Ltda, Sao José dos Campos, Brasil).

Apo6s 7, 15 e 30 dias, os animais foram eutanasiados por overdose anestésica. Os
tubos de polietileno, com os tecidos circundantes, foram removidos e fixados em solugao
de formalina a 10%, por 48 horas e lavadas em 4gua corrente por 12 horas. Os espécimes
foram processados, incluidos em parafina e seccionados em série, em cortes de Spum para
coloragdo com hematoxilina-eosina.

A analise histologica foi realizada por um tnico operador calibrado de forma cega
sob microscopia de luz (400x, DM 4000 B, Leica, Wetzlar, Alemanha). As reacdes do
tecido na extremidade aberta dos tubos foram classificadas por meio de escores, sendo:
1, poucas células inflamatdrias ou nenhuma reagdo; 2, menos de 25 células e reacdo leve;
3, entre 25 e 125 células inflamatorias e reacdo moderada; e 4, 125 ou mais células
inflamatorias e reagdo severa. As capsulas fibrosas foram consideradas finas quando <

150pm e espessas quando > 150um (Bueno et al., 2016; Cintra et al., 2017).

Teste edemogénico — reagdo imediata.

Para a quantificagcdo do edema proporcionada, utilizamos a metodologia descrita
por Valentim et al. (2017). Foram empregados 36 ratos machos Wistar (Rattus
norvegiccus), com 4-6 meses de idade, pesando 250-280g, divididos em grupos (n=06)
para cada substancia utilizada, com periodos experimentais de 03 e 06 horas. Foram
avaliadas as emulsdes de Tomilho e Palmarosa e o grupo controle, com soro fisioldgico.

Os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg Rhobifarma Industria
Farmacéutica Ltda, Hortolandia, Brasil) e quetamina (25mg/kg Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Sdo Paulo, Brasil), em inje¢do intramuscular. Os animais
receberam na veia peniana a inje¢ao intravenosa de azul de Evans a 1% (Evans Blue Difco
Lab.) aplicada com seringa para insulina (calibre 0,3mm) na propor¢do de 0,2mL da
solugdo para 100g de massa corporal.

Apo6s 30 minutos da injecdo do corante, os animais receberam 0,ImL das
emulsdes e solucdo controle avaliadas no tecido conjuntivo da regido dorsal (tendo a linha
média como referéncia) e proximo a regido caudal, com auxilio de seringas hipodérmicas
de ImL e agulhas 13 x 0,3 descartaveis. Foi injetado apenas um agente irrigante em cada

animal. Decorridos os periodos experimentais de 03 e 06 horas, os animais foram
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eutanasiados por overdose anestésica, seguido da tricotomia manual da regido dorsal dos
animais, evidenciando a area de edema, representada por um halo de coloragao azul. Com
o auxilio de uma tesoura, foi removida a pele dorsal dos animais, com margem de
seguranc¢a. A padronizacgdo das pecas removidas foi realizada por meio de um vazador de
ferro com 23mm de didmetro.

As pecas padronizadas foram picotadas com tesoura cirtirgica e colocadas em
frascos contendo 4mL de formamida (Vetec - Quimica- RJ — Brasil), permanecendo em
estufa a 45°C por 72h para extragdo do corante. Apods esse periodo, as solu¢des foram
filtradas com auxilio de gaze hidrofila esterilizada e funil de vidro, e recolhidas em
frascos apropriados para se proceder a andlise em espectrofotometro.

A leitura do filtrado foi realizada em um espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian),
utilizando ondas com comprimento de 630nm, correspondente ao pico maximo de

absor¢ao do corante.
Analise estatistica

Os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram usados para analisar os dados
histologicos, e os resultados do teste edemogénico foram analisados com ANOVA e teste
de Tukey, usando o software SigmaPlot (Systat V12.0). O nivel de significancia foi fixado
em 95% para todas as analises (p < 0,05%).

Resultados

Subcutineo — biocompatibilidade

Grupo controle

Um infiltrado inflamatério cronico moderado (escore médio 3) foi observado nos
periodos experimentais de 7 e 15 dias [fig. 1 (A, a, B, b)]. A reagdo inflamatdria com
linfocitos e macrofagos estava presente, com capsula fibrosa espessa [fig. 1 (A)] e fina
[fig. 1 (B)]. Apos 30 dias, [fig. 1 (C)] a capsula fibrosa apresentou-se delgada, com poucas

células inflamatorias.
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Tabela 1. Quantidade de amostras em cada grupo categorizadas de acordo com o escore inflamatodrio,

média e espessura da capsula fibrosa nos quatro periodos experimentais.

Escores Média Capsula fibrosa
Grupos 1 2 3 4
7 dias
Controle 0 2 4 2 3 Espessa
Tomilho 0 0 1 7 4 Espessa
Palmarosa 0 0 1 7 4 Espessa
15 dias
Controle 1 1 6 0 3 Fina
Tomilho 0 2 6 0 3 Espessa
Palmarosa 0 2 5 1 3 Espessa
30 dias
Controle 1 4 3 0 2 Fina
Tomilho 0 5 3 0 2 Fina

Palmarosa 0 2 6 0 3 Fina
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15 dias 30 dias

Controle

Palmarosa

Tomilho

Figura 1 — Imagens representativas das reagdes do tecido subcutaneo nos grupos experimentais. Grupo controle (A, a — C, ¢), aos 7 e 15 dias:
capsula fibrosa espessa (A), fina (B) e reac¢do inflamatéria moderada (A, a, B, b); Aos 30: espessura da capsula fibrosa fina e leve rea¢ao inflamatoria
(C, ¢). Palmarosa (D, d — F, f); aos 7 e 15 dias: (E, e, F, f) formagao de capsula fibrosa espessa e infiltracao severa (d) e moderada (e) de células
inflamatorias; Aos 30 dias: (F, f) reducdo da espessura da capsula fibrosa e leve infiltrado de células inflamatorias. Tomilho (G, g—1,1),em 7 e 15
dias: (G, g, H, h) infiltra¢do celular severa (g) e moderada (h) e capsula fibrosa espessa; apos 30 dias: (I, i) reagdo inflamatoria leve em capsula

fibrosa fina. Coloragdo com hematoxilina-eosina. Ampliagdo original: (A —I) x 100, (a — 1) x 400

Grupo Palmarosa

Aos 7 dias, o infiltrado inflamatério apresentou-se severo (escore médio 4), sendo
considerado moderado a partir de 15 dias (escore médio 3) [fig. 1 (D,d, E, e)]. A
intensidade da inflama¢do manteve-se moderada no periodo experimental de 30 dias
(escore médio 3) [fig. 1 (F,f)]. A capsula fibrosa proxima a abertura do tubo era espessa

em 7 e 15 dias [fig. X (D, E)], tornando-se fina ap6s 30 dias [fig. 1(F)].

Grupo Tomilho

Assim como a emulsdo de Palmarosa, a emulsdo de Tomilho apresentou, aos 7
dias, infiltrado inflamatério severo (escore médio 4), com capsula fibrosa espessa [fig. 1
(G,g2)]. Apods 15 dias, o infiltrado de linfocitos e macrofagos tornou-se moderado,
mantendo a cdpsula fibrosa manteve-se espessa [fig. 1 (H, h)]. A intensidade da

inflamacao foi reduzida para leve a partir de 30 dias e a capsula fibrosa tornou-se fina

[fig. 1 (L i)].

Comparagdo entre grupos
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Os dados foram comparados para cada periodo de tempo (Tabela 1). Foi possivel
observar diferenga estatistica no infiltrado inflamatério, no periodo de 7 dias, entre os
grupos Tomilho e Palmarosa quando comparados com o grupo controle, em que ambas
as emulsdes geraram maior infiltrado de linfocitos e macrofagos que o grupo controle (p
<0,05).

Nao houve diferenca estatistica na intensidade do infiltrado inflamatério entre as
emulsdes analisadas e o grupo controle a partir de 15 dias (p > 0,05). O escore médio foi
moderado em 15 dias, variando de moderado para leve no periodo de 30 dias. O grupo
controle foi o nico que apresentou capsula fibrosa fina a partir de 15 dias [fig. 1 (B, b) e
Tabela 1]. A partir de 30 dias, as capsulas fibrosas de todos os grupos mostraram-se finas

[fig. 1 (C,c, F,f,1,1) e Tabela 1].

Edemogénico

Tabela 2. Valores médios da intensidade do exsudato inflamatério induzido pelas emulsdes de Tomilho e
Palmarosa e grupo controle, medidos em pg de azul de Evans contido no exsudato.

W‘ 3 horas 6 horas
Grupo*

Controle 0,253 + 0,05** 0,265 * 0,14
i Tomilho 0,692 * 0,26 0,841 * 0,28 ‘
Palmarosa 0,434 * 0,19 1,11 % 0,45

* Cada grupo corresponde a média de 6 resultados para cada periodo.
** Desvio padrao.
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Grifico 1. Valores médios da intensidade do exsudato inflamatorio induzido pela inoculagdo subcutanea
das emulsoes de Tomilho e Palmarosa, medidos em termos de ug de azul de Evans contido no exsudato.

1,2

0,9

0,6

0,3

3 horas 6 horas

- Controle . Palmarosa Tomilho

No periodo de 3 horas houve diferenga estatistica (p<0,05) entre o grupo Tomilho,
que evidenciou maior edema, comparado com o grupo controle. Nao foi possivel notar
diferenga estatistica entre os grupos Palma Rosa e controle, ¢ Palmarosa e Tomilho
(p>0,05).

Para o periodo experimental de 6 horas, ambas as emulsdes apresentaram maior
edema inflamatdrio que o grupo controle. Quando se observa a Tabela 2 e o grafico 1
nota-se, de maneira geral, que a intensidade do exsudato inflamatoério aumentou
significativamente com o decorrer do tempo no grupo que recebeu a emulsdo de

Palmarosa.
Discussao

No teste edemogénico, em condi¢des de normalidade, os vasos sanguineos, em
especial os capilares e vénulas, sdo permedveis a agua, eletrolitos e pequenas moléculas
(Rutberg et al., 1977), ocorrendo um aumento da permeabilidade vascular quando ha a

injecdo subcutianea de emulsdao de Tomilho e Palmarosa. O aumento da permeabilidade
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vascular produz no local um exsudato inflamatoério constituido por liquido rico em agua,
eletrélitos, macromoléculas e células leucocitarias, que agem no mecanismo de defesa.

O corante azul de Evans, quando realizada inje¢@o intravenosa, liga-se a proteinas
plasmaticas, particularmente a albumina, e a presenga deste corante nos locais de agressao
flogdgena permite estimar a intensidade dessa agressao (Rutberg et al., 1977; Valentim
etal., 2017).

Tubos de polietileno confeccionados a partir de sondas uretrais sdo utilizados
principalmente no método de implantagdo subcutinea para andlise do processo
inflamatorio devido a trauma cirtrgico. Utilizar tubos vazios causam poucas reagdes nos
tecidos e ndo alteram a composi¢do dos materiais utilizados no estudo.

O excelente desempenho do NaOCI estd bem documentado na literatura (Bukhary
& Balto, 2017; Ma et al., 2011). O NaOCI apresenta capacidade de dissolver matéria
organica e destruir a matriz extracelular do biofilme, porém uma das consequéncias
clinicas mais sérias do uso de NaOCI ¢ o extravasamento de parte da solugdo para os
tecidos periapicais, causando ulcera¢des, dor e edema imediatos (Zehnder, 2006).
Gomes-Filho et al. (2008) avaliou a resposta inflamatéria tecidual da solucdo de
hipoclorito de sddio 2%, e a partir de 30 dias, relatou o inicio do processo de reparo do

tecido conjuntivo, validando sua utilizacdo no tratamento endodontico.

A andlise histologica demonstrou que a reacdo inflamatdria no grupo controle
(tubo vazio) foi semelhante a relatada anteriormente, indicando uma menor resposta
tecidual causada pelo tubo de polietileno (Bueno et al., 2019). Os maiores escores foram
observados nos primeiros periodos experimentais, relacionados com o trauma causado
pelo procedimento cirirgico. As emulsdes de Tomilho e Palmarosa mostraram niveis
semelhantes de inflamacdo nos periodos estudados. Devido a diminui¢do da influéncia
do procedimento cirurgico no dia 30, uma melhora significativa foi observada na
inflamacao em todos os grupos.

Os resultados sugerem que a presenca de monoterpenos, como o linalol, pouco
soluvel em agua, presente nas emulsdes de Tomilho e Palmarosa, evidencia propriedades
de inibir a superexpressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) (Pereira et al., 2018). Além
disso, o linalol também pode interagir com a enzima 6xido nitrico sintase (NOS), inibindo
a producdo de 6xido nitrico (NO) sem reduzir a sintese enzimatica (Peana et al., 2008).
Segundo Rivot et al. (2002), o NO regula as respostas inflamatdérias e imunes

contribuindo para a formagao de edema, vasodilatacdo e recrutamento de células imunes
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para o local da infeccdo. No entanto, apesar das descobertas sobre as propriedades
bioativas do linalol identificadas até agora, seus efeitos toxicoldgicos dependerdo da
dosagem, e as informagdes toxicoldgicas ainda sdo insuficientemente descritas na
literatura. Foi notado que as emulsdes geraram mais edema que o grupo controle, além
de haver aumento significativo do edema no grupo Palmarosa com o decorrer do tempo,
evidenciando que a supressdo de NO ndo ¢ imediata e ¢ diretamente proporcional a
concentragdo de linalol.

Além do linalol, outro monoterpeno presente tanto no Tomilho quanto na
Palmarosa ¢ o limonene. Seus derivados, como alcool perilico, mentol, carveol e a-
terpineol, sdo amplamente aplicados em biomateriais devido a suas atividades biologicas
especiais e propriedades fisico-quimicas favoraveis (Thomsett et al., 2019), mesmo o
sendo um irritante moderado da derme, dos olhos e do trato respiratério superior. Por ser
uma molécula sensivel ao oxigénio, forma hidroperdxidos que se degradam rapidamente
e formam numerosos alérgenos potentes, incluindo alcool perilico e acetato de carveol.
(Ciriminna et al., 2014), além de estimular a producao de NO, favorecendo a formacao
de edema (Del Toro-Arreola et al., 2005), informagdo essa que explica a presenca de
edema no primeiro periodo experimental.

Outro monoterno, o geraniol, presente na emulsdo de Palmarosa, estimula a
produgdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10), prevenindo e limitando as reagdes
imunes especificas e inespecificas, e contribui para a tolerancia tecidual (Sabat et al.,
2010). Sinha et al. (2014) revelou em estudo que o geraniol ndo apresenta qualquer
genotoxicidade, sugerindo sua seguranga em baixa concentragdo para consumo humano.

Tanto a emulsdo de Tomilho, quanto a emulsdo de Palmarosa, apresentaram
reacdo inflamatdria exacerbada ao grupo controle, porém, com o decorrer dos periodos
experimentais, demonstraram melhora no processo de reparo, demonstrando ser
biocompativeis. Mesmo com resultados promissores, ainda ndo had motivos suficientes
para utilizar as emulsdes de Tomilho e Palmarosa em um protocolo final de irrigagao.

Para sedimentar o uso de Eos na endodontia, mais pesquisas sdo necessarias.

Conclusao

Com base nas metodologias utilizadas e nos resultados obtidos, podemos constatar

que as emulsdes de Palmarosa e Tomilho sdo biocompativeis a longo prazo, porém geram

edema inflamatorio imediato.
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Resumo

Objetivo

Avaliar in vitro um protocolo de irrigacdo com as emulsdes de Cymbopogon martinis e

Thymus vulgaris associadas a ativacao ultrassonica passiva sobre biofilme intrarradicular.

Metodologia

A andlise por cromatografia gasosa avaliou os componentes dos EOs. Para a avaliagdo
antibiofilme, incisivos centrais e laterais inferiores tiveram seus canais preparados
biomecanicamente com Reciproc R25, padronizados em 12cm de comprimento,
esterilizados e contaminados com biofilme misto obtido a partir de cepas planctonicas de
E. faecalis, S. mutans, A.isvaelli, L. casei e F. nucleatum. Os protocolos de irriga¢do
foram realizados com Hipoclorito de sodio 1%, soro, Palmarosa e Tomilho associados a
ativagdo ultrassonica passiva, analisados em microscopia confocal apds 5 minutos e 48
horas. Os resultados foram analisados com ANOVA e teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5%.

Resultados

Os principais constituintes do EO de Tomilho foram timol, cymene, linalol e carvacrol.
Por outro lado, geraniol e acetato de geranila e linalol foram os componentes mais
predominantes na Palmarosa, representando 93,79% do EO. A andlise quantitativa
evidenciou que o hipoclorito de s6édio 1% foi a solugdo mais potente em inibir biofilme
intrarradicular em 5 minutos (p < 0,05). Ambas as emulsdes apresentaram atividade
antibiofilme em 5 minutos semelhante ao hipoclorito em 48h (p > 0,05), reduzindo o

potencial antimicrobiano em 48 horas.

Conclusao

As emulsdes de Palmarosa e Tomilho apresentaram atividade antimicrobiana
significativa quando utilizadas em um protocolo final de irrigacdo, mas foram menos

efetivos que o hipoclorito de sodio.
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Introduciao

Doengas pulpares e periapicais ocorrem como resultado da invasdo bacteriana na
dentina e no sistema de canais radiculares dos dentes afetados (Ma et al., 2011), sendo o
principal objetivo do tratamento endoddntico a eliminar da maior quantidade possivel de
microrganismos do sistema de canais radiculares e dentina infectada. O preparo
biomecanico dos canais radiculares combinado com as propriedades fisico-quimicas das
solugdes irrigadoras e medicacdo intracanal, promove a redu¢do do nimero de bactérias,
favorecendo o reparo periapical (Zancan et al., 2018).

Associado a agdo mecanica dos instrumentos endoddnticos, o hipoclorito de sodio
(NaOCl) ¢ a solucdo irrigadora mais utilizada mundialmente, por sua capacidade
antimicrobiana (Estrela et al., 2012) e de dissolver matéria organica (Poggio et al., 2012).
A eliminacao de microrganismos ¢ diretamente proporcional a concentrag@o de cloro livre
utilizado durante a irrigacdo que, por sua vez, depende da concentragdo de acido
hipocloroso, causando um efeito bactericida por oxidagdo e hidrolise de grupos sulfuretos
de enzimas localizadas nas membranas bacterianas e citoplasma (Siqueira et al., 1998).
Entretanto, o tamponamento da solu¢do em meio muito alcalino, apesar de favoravel no
ponto de vista da estabilidade da solu¢do, ndo ¢ aconselhavel no uso, visto que o emprego
de uma solucdo com teor de cloro livre mais elevado, ndo necessariamente apresentara
acdo mais desinfetante, visto que a acdao do hipoclorito depende também do pH, sendo
mais eficaz em meio mais acido (Paiva et al., 1989).

A irrigagdo convencional com seringa e agulha ¢ a técnica mais realizada
mundialmente, porém ndo ¢ totalmente eficaz no terco apical do canal radicular devido
sua complexa anatomia, que pode abrigar bactérias, dificultando a ag@o de instrumentos
e irrigantes, uma vez que mesmo apds o preparo biomecanico e irrigagdo com hipoclorito
de sddio, independentemente da concentragdo, ha permanéncia de bactérias (Siqueira &
Roégas, 2008; Shin et al., 2010). As solugdes irrigadoras devem ser levadas em contato
direto com toda a parede do canal para uma acdo efetiva (Heard & Walton, 1997), e um
protocolo final de irrigacdo é essencial para o sucesso do tratamento endodontico
(Zehnder, 2006).

A irrigacdo ultrassonica passiva (PUI), descrita inicialmente por Weller et al.
(1980), ¢ um recurso para ativagdo das solugdes irrigantes com uso de um inserto
acionado por ultrassom, induzindo a formacgao de cavitagcdes e ondas acusticas e quando

utilizado na solu¢do de NaOCl, ¢ capaz de remover uma quantidade maior de detritos,
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bactérias e tecido pulpar necrotico de areas do canal radicular com anatomia complexa
(Rodig et al., 2010; Vivan et al., 2016). No entanto, bactérias resistentes podem
permanecer viaveis no interior do sistema de canais radiculares, colonizando os tubulos
dentinarios em uma profundidade de 200 a 300 pm, tornando-se inacessiveis (Horiba et
al., 1990). Além disso, alguns microrganismos isolados como Enterococcus faecalis,
Streptococcus mitis. e Streptococcus sanguinis podem sobreviver a irrigacdo com
hipoclorito de sddio enquanto desenvolve tolerancia alcalina e resisténcia a antibioticos
e clorexidina (Cieplik et al., 2019; Jungermann et al., 2011; Kitagawa et al., 2016; Wang
etal., 2017).

Tendo em vista esta limitagdo, hd uma necessidade de encontrar novos agentes
irrigantes para potencializar a desinfeccdo do sistema de canais radiculares, em um
protocolo final de irrigacdo, disponibilizando condutas aplicaveis e funcionais para o
tratamento de dentes com necrose pulpar e lesdo periapical cronica (Duncan & Izzo

2005).

Dentre os produtos naturais pesquisados para aplicagdes na odontologia estdo os 6leos
essenciais (EOs), amplamente propostos como antimicrobianos naturais, principalmente
por serem ricos em terpenos, considerados metabolitos secundarios, com conhecidos
efeitos bacteriostaticos, bactericidas, propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e
cicatrizantes, principalmente os terpenos modificados que contém oxigénio na forma de
hidroxila, éter, aldeido, cetona ou por¢des carboxilicas (Pereira et al., 2018).

Um desses EOs ¢ o da planta de tomilho (Thymus vulgaris), preparado a partir das
folhas e flores pelo método da destilacdo a vapor. O EO de tomilho ¢ util em condigdes
como: alivio de gastrite e enterocolite, candidiase oral, infec¢des respiratorias, tratamento
de inchacos causados por gota ou problemas reumdticos, dores nas costas e nas
articulagdes (Thosar et al., 2018), sendo um dos 10 EOs mais comercializados ao redor o
mundo, uma vez que ¢ usado como conservante natural de alimentos, apresenta efeito
antioxidante, antibacteriano e antifingico consideravel (Ben-Jabeur et al., 2015). O EO
de T. vulgaris pode conter até¢ 30 monoterpenos, resultando em uma composi¢ao quimica
diversa dos EOs derivados de plantas da mesma espécie, levando a diferentes
quimiotipos, sendo os predominantes linalol e limonene.

Outra espécie utilizada nas terapias naturais ¢ o Cymbopogon martini (Roxb.)

também conhecido como Palmarosa ou Geranio Indiano, uma graminea herbacea tropical
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pertencente a familia Poaceae. As partes aéreas das plantas como folha, caule e
inflorescéncia sdo consideradas fontes de EO e ricas em constituintes quimicos bioativos
como cariofileno, geraniol, acetato de geranila, linalol, mirceno, limonene, humuleno,
selinenos, etc. (Kakaraparthi et al., 2015). O EO da Palmarosa ¢ considerado nao toxico,
nao sensibilizante e ndo irritante, sendo utilizado como antimicrobiano, anti-helmintico,
cosmético, de higiene pessoal, farmacéutico, conservante e repelente de mosquitos, e
também como ingrediente em fitoterapicos, chd, bebidas ndo alcodlicas, sabor em
produtos de tabaco (Gupta et al., 2015). A atividade antifingica da Palmarosa contra
fungos fitopatogénicos foi relatada quando encapsulado em nanoparticulas (Kalagatur et
al., 2018).

Em busca de solugdes com agao antimicrobiana, principalmente para o tratamento
endodontico de dentes permanentes jovens, e considerando que ainda ndao foram
encontrados na literatura trabalhos utilizando as emulsdes de Tomilho e Palmarosa como
agentes irrigantes, o objetivo deste estudo foi avaliar um protocolo de irrigagao, contendo
como agente irrigante final as emulsdes de Palmarosa ou Tomilho, associada a ativacao

ultrassOnica passiva.

Objetivo

Avaliar o efeito in vitro do protocolo de irrigagdo com as emulsdes de Tomilho e
Palmarosa associadas a ativacdo ultrassonica passiva sobre biofilme intrarradicular, por

meio de microscopia confocal.

Material e métodos

Para este trabalho foram avaliados os seguintes compostos: hipoclorito de sodio
1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, EUA), Tomilho (EO de Thymus vulgaris, WNF ind
e com. ltda, Casa Verde, Sdo Paulo, Brasil) (Lote: 04967/20) e PalmaRosa (EO de
Cymbopogon martini, WNF ind e com. ltda, Casa Verde, Sao Paulo, Brasil) (Lote:
00152/21). As emulsdes foram obtidas da mistura de 900 ul de goma xantana com 100
ul do EO da Palmarosa ou do Tomilho.

Cromatografia de massa gasosa
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Utilizamos um cromatdgrafo a gas Shimadzu QP 2010 acoplado a um
espectrometro de massa (GC/MS) utilizando uma coluna capilar Rxi®-5ms, Restek (30
cm x 0,25 mm x 0,25 pm) e velocidade linear do gas hélio de 36,3 cm/s. A temperatura
de inje¢do foi fixada em 240 °C. A temperatura inicial programada foi de 50°C por 1,5
min, seguido de aquecimento a uma taxa de 4 °C por minuto até 200 °C, 10 °C por minuto
até 240 °C, que foi mantida por 10 minutos e 10 °C por minuto até 280 °C, que foi mantida
por 5 minutos. As amostras dos EOs foram diluidas 50 vezes em hexano cromatografico
e injetadas (1 pL) no cromatégrafo em modo split (1-50).

A identificacdo dos constituintes baseou-se na comparacdo dos tempos de
retengdo com os de amostras auténticas, comparando os indices de retengdo linear
relativos a uma série de n-hidrocarbonetos de Sigma-Aldrich (C7—C30) usando a equagdo
de Van den Dool ¢ Kratz (Babushok et al.2011), ¢ usando bases de dados comerciais
(WILEYS8 e FFNSC1.3) para a analise de espectros de massa. As proporcdes relativas dos

compostos principais foram obtidas por normalizacdo da area dos picos.

Avaliacdo da atividade antibiofilme dos protocolos de irrigacado

Estimativa da unidade amostral.

O tamanho da amostra foi estimado com base em estudo anterior (Andrade et al.,
2015). Considerando o erro do tipo alfa de 0,05, um poder beta de 0,95 e uma razao
N2/N1 de 1 foram estipulados, um total de 08 amostras por grupo foi indicado como o

tamanho necessario para notar diferencas significativas.

Preparo dos espécimes de dentina radicular humana

Esta parte do estudo foi realizada de acordo com metodologia proposta por
Andrade et al. (2015), com algumas modificagdes. Foram incluidos 32 incisivos centrais
e laterais permanentes inferiores higidos, indicados para extragdo na clinica de Cirurgia
e Traumatologia Bucomaxilo Facial da Faculdade de Odontologia de Aragatuba -
UNESP. As superficies radiculares externas foram desbridadas com uma cureta e os
dentes permaneceram inseridos em solucdo de hipoclorito de s6dio 1% por 48h para
desinfecdo e estocados em solucdo salina. Apos abertura corondria, uma lima k#15 foi
introduzida no canal até a ponta ser observada na embocadura do forame radicular, e
dessa medida foi subtraido Imm para obtencdo do comprimento de trabalho. O preparo

biomecanico dos canais radiculares foi realizado com Reciproc R25 (VDW, Munique,
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Alemanha) no comprimento de trabalho, utilizando solugdo salina como irrigante. Dentes
com o0s canais muito amplos, com canais bifurcados ou com 4&pice aberto foram
descartados. As coroas foram removidas usando um disco diamantado a 250 rpm, sob
irrigacdo usando uma maquina de corte Isomet (Isomet Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e
o comprimento das raizes foi padronizado em 12mm, removendo em média Smm apical.
A parte inorganica da smear layer foi removida com EDTA 17% por 5 min em banho
ultrassonico, e em seguida, os canais foram lavados com agua. Os espécimes foram
autoclavados a 121° C por 20min. Os espécimes foram inseridos microtubos de 2mL com
a parte da embocadura dos canais para cima. Quaisquer “gaps” entre o espécime e a
parede interna do microtubo foi selada com resina composta e essa sera polimerizada por

20s.

Contaminagdo dos espécimes de dentina radicular humana

Primeiramente, 800 ulL de caldo BHI com hemina e menadiona foi inserido em
cada microtubo contendo os espécimes de dentina e a ativacdo foi realizada em banho
ultrasssonico para permitir a entrada do meio de cultura nos tibulos dentindrios. A
infeccdo da dentina foi realizada com a cultura de um biofilme misto obtido a partir de
cepas planctonicas de E. faecalis, S. mutans, A.israelli, L. casei e F. nucleatum.
Quinhentos microlitros dessa cultura foram inseridos nos microtubos contendo os
espécimes de dentina radicular humana e entdo foram centrifugados em 1400xg, 2000xg,
3600xg e 5600xg a 25° C, duas vezes cada, por 5 min, com renovagdo da cultura a cada
centrifugacdo (Ma et al., 2011). Todos os microtubos foram incubados a 37° C em caldo
BHI contendo hemina e menadiona por 21 dias. A cada dois dias, o meio de cultura foi
renovado e os microtubos centrifugados a 3600xg por 5 min a 25° C e incubados
novamente a 37° C. Ao final desse periodo, os espécimes de dentina foram removidos do
microtubo e lavados com 4gua estéril por Imin. Apos as 3 semanas de contaminagao, os
espécimes foram lavados com soro fisiologico e aderidos no fundo de um poco de placa

de 24 pocos com fita estéril.

Tratamento dos espécimes de dentina radicular humana

Foi realizado 2 ciclos de irrigagdo com 5ml de hipoclorito de s6dio 1% durante 1
minuto seguido de aspira¢do, irrigagdo com soro fisioldgico estéril por 1 minuto seguido
de aspiragdo, EDTA 17% por 2 minutos, irrigagdo com soro fisiologico estéril por 2

minutos seguido de aspirac¢ao. Os espécimes foram randomizados e divididos nos grupos:
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Hipoclorito de sédio 1%, soro, Palmarosa e Tomilho. Em todos os grupos as solucdes e
emulsdes permaneceram em contato com os espécimes por 5 minutos, sendo 1 minuto de
PUI, seguido de irrigagdo com soro fisioldgico e aspiracdo. A analise foi realizada nos
periodos imediato e apds 48 horas. Para a andlise de 48 horas, ap6s a irrigagdo com soro
e secagem, os espécimes foram preenchidos com propilenoglicol e mantidos em estufa

de CO» até o momento da analise.

Andlise dos espécimes em microscopia confocal

A analise em Microscopia Confocal foi realizada na Faculdade de Odontologia de
Bauru — FOB/USP. Apds os tratamentos, os espécimes foram lavados com agua destilada
e seccionados longitudinalmente, seguido de uma seccdo transversal com um disco
diamantado, sob irrigagdo com soro fisioldgico. Os espécimes foram imersos em EDTA
17% por 3min para remover residuos de smear layer. Cada espécime de dentina foi corado
com o corante fluorescente LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability stain (Molecular
Probes, Eugene, OR) contendo SYTO 9 e propidium iodide, de acordo com as instru¢des
do fabricante e entdo, lavados com solugdo salina por 1 min. Os comprimentos de
excitagdo/emissdo foram 480/500 nm para SYTO 9 e 490/635nm para propidium iodide.
Dois espécimes ndo infectados foram corados com o mesmo protocolo e usados como
controle negativo. A fluorescéncia das células coradas foi avaliada em microscopia
confocal (Leica TCS SP5, Microsystems GmbH) e as imagens adquiridas pelo software
LAS AF Leica Microsystems usando a resolu¢do de 1024x1024 pixels. Quatro areas
aleatorias foram obtidas para cada amostra com uma lente de 6leo 40x. A proporg¢do de
células mortas foi determinada pela contagem de células mortas (coradas em vermelho)
sobre a contagem total de células (vivas — em verde + mortas — em vermelho) utilizando

o programa Image J.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados com ANOVA e teste de Tukey, usando o software

SigmaPlot (Systat V12.0), com nivel de significancia estabelecido em 5%.

Resultados

Cromatografia de massa gasosa
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A analise quimica revelou que ambos os EO eram abundantes em monoterpenos.
Os principais constituintes do EO de Thymus vulgaris foram timol, cymene, linalol e
carvacrol, contribuindo juntos para o teor total do EO com 82%. Por outro lado, geraniol
e acetato de geranila e linalol foram os componentes mais predominantes na Cymbopogon

martini, representando 93,79 % do EO total (tabela 3 e graficos 1, 2).

Tabela 1. Determinagéo por cromatografia gasosa do EO de Cymbopogon Martini

Numero pico da amostra Alcanos (n. C) e nome composto da amostra TR (min) Ike % darea

8" 4,835

1 3-Hexen-1-ol 6,197 852,064 0.15
9 7,451

2 Myrcene 10,460 990,851 0.09
10 10,763

3 Limonene 11,817 1029,310 0.05

4 Ocimene <(Z)-. beta-> 12,116 1037,625 0.16

5 Ocimene <(E)-. beta-> 12,492 1048,081 1.19

6 Linalool 14,348 1099,694 2.10
11 14,359
12 17,950

7 Nerol 18,961 1229,220 0.34

8 Neral 19,404 1242,023 0.29

9 Geraniol 19,992 1259,017 67.72

10 Geranial 20,441 1271,994 0.73
13 21,410

11 Geranyl acetate 24,209 1385,050 23.97
14 24,701

12 Caryophyllene <(E)-> 25,527 1426,474 1.47
15 27,821

13 Geranyl butyrate 29,634 1561,291 0.34

14 Nerolidol, (E)- 29,773 1565,991 0.06

15 (-)-beta-caryophyllene oxide 30,531 1591,616 0.05
16 30,779

16 Farnesol <(Z.Z)-> 34,238 1723,316 0.40
17 33,584

17 Geraniol hexanoate 35,062 1755,397 0.89
18 36,252

* Informagdes do mix de alcanos injetados no mesmo método da amostra
TR: tempo de retengéo (min)

Ikc: indice de Kovats calculado

Ikt: indice tabelado
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Tabela 2. Determinagao por cromatografia gasosa do EO de Thymus vulgaris

Numero pico da amostra Alcanos (n. C) e nome composto da amostra TR (min) lkc % area

8™ 4,835
9 7,451

1 CYCLOHEXENE. 1-METHYL-4-(1-METHYLETHENYL)- 8,201 922,645 0.13

2 Pinene <alpha-> 8,578 934,028 3.38

3 Fenchene <alpha-> 9,025 947,524 0.11

4 Camphene 9,068 948,822 3.19

5 Pinene <beta-> 10,013 977,355 0.18

6 Myrcene 10,466 991,033 131
10 10,763

7 1.3-CYCLOHEXADIENE. 1-METHYL-4-(1-METHYLETHYL)- 11,389 1017,408 0.15

8 BENZENE. METHYL(1-METHYLETHYL)- 11,567 1022,358 0.21

9 Cymene <para-> 11,697 1025,973 30.96

10 Limonene 11,829 1029,644 1.89

11 Eucalyptol 11,920 1032,175 1.11

12 Terpinene <gamma-> 12,905 1059,566 2.84

13 Linalool 14,358 1099,972 4.23
11 14,359

14 Isoborneol 16,483 1159,148 0.19

15 2-BORNANOL 16,801 1168,003 0.49

16 Terpinen-4-ol 17,210 1179,393 0.18

17 3-CYCLOHEXENE-1-METHANOL. .ALPHA...ALPHA..4-TRIMETHYL- 17,679 1192,453 1553

18 Terpineol <gamma-> 17,922 1199,220 0.27
12 17,950

19 Thymol 21,236 1294,971 40.09
13 21,410

20 Carvacrol 21,513 1303,130 6.72
14 24,701

21 Caryophyllene <(E)-> 25,527 1426,474 0.56
15 27,821

22 Caryophyllene oxide 30,536 1591,785 0.28
16 30,779

* Informagdes do mix de alcanos injetados no mesmo método da amostra
TR: tempo de retengéo (min)

Ikc: indice de Kovats calculado

Ikt: indice tabelado
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Grafico 2. Cromatograma do EO de Thymus vulgaris
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Avaliacdo da atividade antibiofilme dos protocolos de irrigacao

A tabela 3 apresenta as porcentagens médias de células mortas no biofilme apds
contato com as emulsdes de Tomilho, Palmarosa, hipoclorito de sédio 1% e soro.

O soro foi a solugdo com menor atividade antimicrobiana observada quando
comparado com os demais grupos (p < 0,05), ndo demonstrando diferenca estatistica nos
dois periodos de analise (p > 0,05) (grafico 3 e fig. D, H).

O protocolo final de irrigacdo com NaOCI analisado em 5 minutos demonstrou
maior capacidade de remover biofilme das superficies dentinarias com a maior propor¢ao
de células mortas encontradas quando comparado aos demais grupos experimentais (p <
0,05) (grafico 3 e fig. A, E), diminuindo seu poder bactericida em 48 horas.

Tanto a emulsdo de Tomilho quanto a emulsdo de Palmarosa, no periodo de
andlise de 5 minutos, apresentaram atividade antimicrobiana semelhante ao hipoclorito
de soédio 1% analisado apos 48 horas (p > 0,05). Nao houve diferenca estatistica entre as
emulsdes, na andalise de 48 horas (p > 0,05), e ambas demonstraram diminui¢do na
atividade antimicrobiana quando comparadas ao hipoclorito de so6dio no mesmo periodo

de analise (p < 0,05) (grafico 3 e fig. B, C, F, G).
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Tabela 3. Valores médios da porcentagem de células mortas sobre a contagem total de células

Tempo . h
Grupo* 5 minutos 48 horas
Hipoclorito 90,807 + 6,738** 63,001 + 11,086
de sddio
Palmarosa 69,382 = 10,623 42,134 = 12,932
Tomilho 64,652 * 18,232 37,031 £ 15,495
Soro 9,386 * 6,524 9,794 + 0,622

* Cada grupo corresponde a média de 4 resultados para cada periodo.

** Desvio padrio.

Grifico 3. Valores médios da porcentagem de células mortas sobre a contagem total de células
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Hipoclorito de sédio Palmarosa Tomilho Soro

5 min

48 h

Figura 1 - Analises em microscopia confocal de biofilme tratado com hipoclorito de sédio (A), Palmarosa (B), Tomilho (C) e
soro (D) apds 5 minutos do tratamento. Analise do biofilme tratado com hipoclorito de so6dio (E), Palmarosa (F), Tomilho (G) e
soro (H) apos 48 horas do tratamento. As células vivas estdo indicadas em verde e as células mortas estdo indicadas em vermelho.

Ampliagdo original: (A-H) x 400.

Discussao

A cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massa ou deteccdo de
ionizacdo de chama, fornece uma descri¢do detalhada dos compostos dos OEs, expressos
em porcentagem da area total, e ¢ uma técnica 1til para comparar a composi¢ao dos OEs
(Gongalves et al., 2010). Além disso, usando curvas de calibracdo de terpenos
comercialmente disponiveis, pode-se determinar a concentracdo absoluta de cada
composto, o que ¢ util para determinar a qualidade dos EOs e também se eles foram
adulterados por diluicdo com solventes volateis. No presente trabalho, a cromatografia
gasosa foi eficiente em identificar os terpenos presentes nos EOs utilizados para as
emulsdes, como forma de explicar os resultados observados.

Uma das caracteristicas mais importantes que um irrigante endodontico deve
apresentar ¢ a capacidade antimicrobiana. No presente estudo, a atividade antimicrobiana
das emulsdes de Palmarosa e Tomilho utilizadas em um protocolo de irrigagao final, foi

avaliada por imagens obtidas a partir da microscopia confocal, sendo o método cada vez
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mais utilizado na odontologia para determinar a viabilidade bacteriana (Bukhary & Balto,
2017; Tinoco et al., 2016; Zapata et al., 2008). Uma de suas vantagens ¢ a possibilidade
de determinar a viabilidade bacteriana com baixa geragdo de artefatos. No entanto, este
método também apresenta algumas desvantagens, como a impossibilidade de
reaproveitamento dos corpos de prova, pois a energia gerada pelo laser torna este processo
irreversivel pela perda gradativa da fluorescéncia, dificuldades no preparo do corpo de
prova e por ndo permitir extensos campos de andlise, como quando comparado com a

microscopia eletronica de varredura (Ma et al., 2011; Zapata et al., 2008).

Dentre os desafios encontrados no tratamento endoddntico incluem grandes
variacdes no que diz respeito a anatomia dentdria, tamanho e forma dos canais, tipo e
quantidade de microrganismos presentes e dificuldade em obter amostras bacteriologicas
padronizadas de areas representativas do canal radicular. A replicacdo in vitro da invasdo
bacteriana nos tiibulos dentindrios ¢ um modelo de estudo investigado h4d mais de um
século (Miller, 1890). O presente estudo utilizou uma forma de contaminagao dos tibulos
dentinarios com E. faecalis, S. mutans, A. israelli, L. casei e F. nucleatum utilizando a
forca de centrifugag¢do para forcar a penetracdo de bactérias nos tibulos dentindrios.
Tempos mais curtos para centrifugacdo ndo permitem que as bactérias tenham tempo
suficiente para penetrar profundamente na dentina. Além disso, se a centrifugagdo for
iniciada com as for¢as g mais altas, ha um rapido acimulo de bactérias na superficie
dentindria, bloqueando as aberturas dos tibulos e limitando assim a penetragdo de

bactérias no interior dos tibulos dentinarios.

Enterococcus faecalis foi uma das bactérias utilizadas por ser capaz de sobreviver
isoladamente no interior dos canais radiculares, sem o suporte de outras bactérias, e por
ser um modelo documentado na literatura (Bago et al., 2013). Além disso, E. faecalis é
capaz de penetrar profundamente nos tibulos dentinirios e formar biofilme, que
influencia sua resisténcia aos agentes antimicrobianos, como solugdes irrigadoras e
medicac¢do intracanal, sendo frequente em infec¢des endodonticas persistentes (Shen et
al., 2011), assim como os Enterococos, de forma arredondada e com um diametro de
célula relativamente pequeno, o que torna mais facil for¢a-los nos tubulos dentinarios.
Estudos anteriores mostraram que o biofilme maduro de uma tnica espécie de E. faecalis
¢ estabelecido com 3 semanas (21 dias), mostrando-se maduro e mais resistente a solugdes

desinfetantes do que o biofilme imaturo (Zeng et al., 2018; Flach et al., 2016; Du et al.,
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2014). No biofilme imaturo, as bactérias estdo na fase de crescimento ativo e exponencial,
e nem o desenvolvimento estrutural do biofilme nem a producdo da matriz polimérica
extracelular foram finalizados. Portanto, a eficdcia antimicrobiana dos irrigantes testados
foi realizada em dentina infectada por biofilme de E. faecalis de 21 dias, semelhante a

outros estudos (Bukhary & Balto, 2017; Rodrigues et al., 2018; Du et al., 2014).

A proporgao de bactérias mortas no interior dos tibulos dentindrios foi dependente
do tempo de exposi¢ao e tipo da solucdo irrigadora utilizada. O excelente desempenho do
NaOCl esta bem documentado na literatura, e estudos anteriores corroboram com a sua
eficacia antibiofilme (Bukhary & Balto, 2017; Ma et al., 2011). O NaOCI apresenta
capacidade de dissolver matéria organica e destruir a matriz extracelular do biofilme
(Zehnder, 2006), o que explica os resultados observados neste trabalho. Embora esta
solucdo tenha a capacidade de se difundir através do biofilme, sua eficacia pode diminuir
devido aos efeitos tamponantes da dentina e da matéria organica do biofilme, fato este
que explica a maior presenca de células mortas no periodo de analise imediato (Haapasalo

et al., 2000).

Devido ao grande numero de constituintes, os EOs parecem nao ter alvos celulares
especificos e sdo fontes potenciais de novos compostos antimicrobianos (Carson et al.,
2002). A atividade antimicrobiana deve-se a sua solubilidade na bicamada fosfolipidica
das membranas celulares. Como lip6filos tipicos, eles atravessam a parede celular e a
membrana citoplasmatica, rompem a estrutura de suas diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios e os permeabilizam. Em bactérias, a
permeabilizacdo das membranas estd associada a perda de ions e redugdo do potencial de
membrana, colapso da bomba de protons e deplecdo do pool de ATP (Di Pasqua et al.,
2006; Turina et al., 2006). Além disso, os EO podem coagular o citoplasma (Gustafson
et al., 1998) e danificar lipidios e proteinas (Burt, 2004). Danos a parede celular e
membrana podem levar ao vazamento de macromoléculas e a morte celular (Gustafson

et al., 1998; Oussalah et al., 2006).

Uma analise mais aprofundada da composi¢do quimica dos EOs pode apontar os
monoterpenos constituintes que poderiam ser responsaveis pelas propriedades
antibacterianas e antibiofilme (Duarte et al., 2007; Marchese et al., 2016). O geraniol,
principal monoterpeno identificado no EO de Palmarosa e com forte potencial redutor em

relacdo as bactérias gram-positivas (Gallucci et al., 2009), ¢ de natureza hidrofobica, e
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dificulta a dispersdo uniforme da emulsdo no interior dos tiibulos dentinérios e areas do
canal radicular ndo tocadas pelos instrumentos endodonticos, contendo alto teor de agua,
o que resulta na atividade antimicrobiana inferior quando comparada com o hipoclorito
de sodio (Balta et al., 2017).

O carvacrol ¢ um componente fenolico descrito no quimiotipo do EO de Tomilho.
Suspeita-se que as propriedades bacteriostaticas deste EO estejam associadas ao contetdo
de carvacrol, que foi testado anteriormente e demonstrou ter uma atividade antibidtica
significativa (Consentino et al., 1999). Além disso, foi observado por Ultee et al. (2002)
0 sinergismo entre carvacrol e seu precursor p-cimeno. O p-cimeno ¢ um antibacteriano
muito fraco e intumesce as membranas das células bacterianas em maior extensao do que
o carvacrol. Por esse mecanismo, o p-cimeno provavelmente permite que o carvacrol seja
mais facilmente transportado para dentro da célula, de modo que um efeito sinérgico seja
alcangado quando os dois forem usados juntos.

Podendo ter efeito antimicrobiano sinérgico com o carvacrol, o timol,
monoterpeno fendlico, presente no tomilho, ¢ amplamente estudado por ser considerado
o mais eficaz contra o biofilme intracanal de E. faecalis (Olasupo et al., 2003;
Abbaszadegan et al., 2016; Marino et al., 1999).

Barkat & Bouguerra (2012) estudou as zonas de inibi¢ao do timol e do carvacrol
contra S. mutans, sendo de 7,8 mm e 8,0 mm, respectivamente, na dose de 50 mg/mL
cada. Isso implica que o carvacrol tem maior atividade antibacteriana contra S. mutans do
que o timol. Entretanto, assim como o geraniol, o carvacrol apresenta baixa solubilidade
em agua (Coimbra et al., 2011).

Os monoterpenos linalol e limonene, presentes nas emulsdes de Palmarosa e
Tomilho, sdo capazes de inibir a atividade da lipoxigenase (Cutillas et al., 2018). O
limonene tem amplas perspectivas de aplicagdo antibacteriana devido a sua atividade
bactericida de amplo espectro, seguranca e baixa toxicidade, podendo inibir
significativamente bactérias gram-negativas e gram-positivas, bem como a atividade
fungica (Young et al., 2013; Anis Bem et al., 2011).

O uso de EOsnaturais ou compostos extraidos de EOs como os principais agentes
antibacterianos, no entanto, ainda enfrenta limitagdes como: facilidade de degradagdo ou
reatividade quimica de muitos desses compostos extraidos, solubilidade limitada em agua
e disponibilidade a curto prazo para bioatividade devido ao seu carater volatil (Shoji &

Nakashima, 2004), informagdes estas que corroboram com a diminui¢do de células
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bacterianas mortas observadas na andlise de 48 horas desta pesquisa e com os resultados

inferiores quando comparados ao hipoclorito de sédio.

Conclusao

Podemos concluir que as emulsdes de Palmarosa e Tomilho apresentaram
atividade antimicrobiana significativa quando utilizadas em um protocolo final de

irrigacdo, porém menos efetivas que o hipoclorito de sddio.
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Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts,
the journal's requirements and standards as well as information concerning the procedure
after a manuscript has been accepted for publication in the International Endodontic
Journal. Authors are encouraged to visit Wiley Author Services for further information

on the preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES

The International Endodontic Journal adheres to the below ethical guidelines for

publication and research.

2.1 Authorship

The policy of the journal is that only ONE corresponding author is accepted.

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript has been read
and approved by all authors and that all authors agree to the submission of the manuscript

to the Journal.

The International Endodontic Journal adheres to the definition of authorship establsihed
by The International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the
ICMIJE, authorship criteria should be based on:

1. substantial contributions to conception and design of, or acquisition of data or analysis

and interpretation of data
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2. drafting the article or revising it critically for important intellectual content, and

3. final approval of the version to be published.

Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

2.2 Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has
been conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical
Association Declaration of Helsinki (version 2008) and the additional requirements, if
any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the understanding
and written consent of each subject and according to the above-mentioned principles. A
statement regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved
by an ethical board must also be included. Editors reserve the right to reject papers if there

are doubts as to whether appropriate procedures have been adopted.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain and discomfort. Experiments should be
carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of
Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental
procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November 1986

(86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
Material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for
each study. The authors MUST upload a copy of the ethical approval letter when
submitting their manuscript and a separate English translation. Editors reserve the right

to reject papers if there is doubt as to whether appropriate procedures have been used.

2.3 Clinical Trials

The International Endodontic Journal asks that authors submitting manuscripts reporting
a clinical trial register the trial a priori in any of the following public clinical trials

registries: www.clinicaltrials.gov, https://www.clinicaltrialsregister.eu/,
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http://isrctn.org/. Other primary registries if named in the WHO network will also be
considered acceptable. The clinical trial registration number and name of the trial register

should be included in the Acknowledgements at the submission stage.

2.4 DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations

Papers reporting protein or DNA sequences and crystallographic structure determinations
will not be accepted without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively.
Other supporting data sets must be made available on the publication date from the

authors directly.

2.5 Acknowledgements

Authors should specify contributors to the article other than the authors accredited.

Thus, the Acknowledgements should include the details (names and affiliations) of
individuals who helped in conducting the research or statistical analysis or, translated, or

edited the manuscript.

2.6 Contflict of Interest

Any interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing
an author’s objectivity is considered a potential source of conflict of interest. The
International Endodontic Journal requires that both the corresponding author and co-
authors must disclose any potential sources of conflict of interest. The International
Endodontic Journal has adopted the recommendations provided by ICMIE
(http://www.icmje.org/) related to conflicts of interest. These must be disclosed when
directly relevant or indirectly related to the work that the authors describe in their
manuscript. Potential sources of conflict of interest include but are not limited to patent
or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of an
advisory board or committee for a company, and consultancy for or receipt of speaker's

fees from a company.

If authors are unsure whether a past or present affiliation or relationship should be

disclosed in the manuscript, they are advised contact the Editor-in-Chief.
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It is the responsibility of the corresponding author to have all authors of a manuscript fill
out a conflict of interest disclosure form, and to upload all forms individually (do not
combine the forms into one file) together while submitting the manuscript at

https://mc.manuscriptcentral.com/ie;j.

The form can be accessed using the following link: Conflict of Interest Disclosure Form

2.7 Source of Funding

All sources of funding for a study must be disclosed. Authors must provide details about
direct funding (e.g. consulting payments, fees) or ownership (shareholdings and patents)
or indirect funding (e.g. donations of equipment, instruments) that was received. Authors
must report the names of the sponsors or funding agency with funding/grant number.
Funds and resources provided by academic institutions must also be disclosed to ensure
transparency, e.g. academic staff, support staff, clinical facilities, purchase of

consumables and equipment etc.

2.8 Appeal of Decision

The decision on a paper is final and cannot be appealed.

2.9 Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained
from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in

writing and provide copies to the Publishers.

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts must be submitted electronically via the online submission site:

http://mc.manuscriptcentral.com/ie;j.

The use of the online submission and peer review site enables immediate distribution of
manuscripts and consequentially speeds up the review process. It also allows authors to
track the status of their own manuscripts. Complete instructions for submitting a paper is
available online and below. Further assistance can be obtained from

iejeditor@cardiff.ac.uk.
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3.1 ORCID

As part of the journal’s commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, the International Endodontic Journal encourages authors to provide an ORCID

iD when submitting a manuscript. Please see Wiley’s resources on ORCID here

3.2. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission. However, only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The
files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for
the review process. The text file must contain the abstract, main text, references, tables,
and figure legends, but no embedded figures or Title page. The Title page should be
uploaded as a separate file. On a separate page after the references, please reference
figures as 'Figure 1', 'Figure 2' etc. to match the tag name you choose for the individual
figure files uploaded and provide a brief legend that described the image but does not
repeat information that should be in the main body of the text. Manuscripts should be

formatted as described in the Author Guidelines below.

3.3. Blinded Review

Manuscript that do not conform to the general aims and scope of the journal will be
returned immediately without review. All other manuscripts will be reviewed by experts
in the field, first by an associate editor and if appropriate by (generally) two or more
referees. The International Endodontic Journal aims to forward the comments of the
referees and to inform the corresponding author of the result of the review process.
Manuscripts will be considered for fast-track publication under special circumstances

after consultation with the Editor-in-Chief.

The International Endodontic Journal uses double blinded review. The names of the
reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper and the name(s) of

the author(s) will not be disclosed to the reviewers.

To allow double blinded review, please submit (upload) your main manuscript and title

page as separate files.
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Please upload:

* Your manuscript without title page under the file designation 'main document'

* Figure files under the file designation 'figures'

* The title page and Acknowledgements where applicable, should be uploaded

under the file designation 'title page'

All documents uploaded under the file designation 'title page' will not be viewable in the
HTML and pdf format you are asked to review in the end of the submission process. The
files viewable in the html and pdf format are the files available to the reviewer in the

review process.

3.4. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save
it to submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts'
and you can click on 'Continue Submission' to continue your submission when you choose

to.

3.5. Submission of Revised Manuscripts

To submit a revised manuscript, locate your manuscript under 'Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files

uploaded when you upload your revised manuscript.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Scientific Articles (includes Clinical Research (randomized control trials, cohort
studies, case control studies, cross sectional studies, case series), Basic Research —
Biological, Basic Research — Technical, and Education): These must describe significant
and original experimental observations and provide sufficient detail so that the
observations can be critically evaluated and, if necessary, repeated. Original Scientific

Articles must conform to the highest international standards in the field.

Review Articles (systematic and narrative):
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These are accepted for their broad general interest; all are refereed by experts in the field
who are asked to comment on issues such as timeliness, general interest and balanced
treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should generally
include a clearly defined search strategy and take a broad view of the field rather than
merely summarizing the literature. Extensive or unbalanced citation of the authors” own

publications is not acceptable.

Clinical Techniques: These can describe significant improvements in clinical practice
such as the report of a novel technique, a breakthrough in technology or practical

approaches to recognised

clinical challenges. They should conform to the highest scientific and clinical practice

standards.

Case Reports: These can illustrate unusual and clinically relevant and new observations,
but they must be of sufficiently high quality to be considered worthy of publication in the
Journal. On rare occasions, completed cases displaying non-obvious solutions to
significant clinical challenges will be considered. Illustrative material must be of the
highest quality and healing outcomes, if appropriate, should be demonstrated after an

extended period — normally four years.
Supporting Information:

Thelnternational Endodontic Journalencourages submission of adjuncts to printed papers
via the supporting information website (see submission of supporting information below).
Authors wishing to describe novel procedures or illustrate cases more fully with figures

and/or video may are encouraged to utilise this facility.
5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE
5.1. Format

Language: The language of publication is English. It is preferred that manuscript is

professionally edited.
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Presentation: Authors should pay special attention to the presentation of their research
findings or clinical reports so that they may be communicated clearly. Technical jargon
should be avoided as much as possible and clearly explained where its use is unavoidable.
Abbreviations should also be kept to a minimum, particularly those that are not standard.
The background and hypotheses underlying the study, as well as its main conclusions,
should be clearly explained. Titles and abstracts especially should be written in language

that will be readily intelligible to any scientist.

Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expert help with English
Language Editing, as well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure
formatting, and graphical abstract design — so you can submit your manuscript with
confidence. Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance

about writing and preparing your manuscript.

Abbreviations: The International Endodontic Journal adheres to the conventions

outlined in Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific
Editors and Authors. When non-standard terms appearing 3 or more times in the
manuscript are to be abbreviated, they should be written out completely in the text when

first used with the abbreviation in parenthesis.

5.2. Reporting guidelines 5.2.1. Case reports/case series

Case reports should be written to comply with the Preferred Reporting Items for Case
reports in Endodontics (PRICE) 2020 guidelines (Nagendrababu et al. 2020,
doi:10.1111/iej.13285).

When submitting manuscripts that have been written using the PRICE 2020 guidelines,
authors should include the following statement in the beginning of “Report” section:
““This case report has been written according to Preferred Reporting Items for Case
reports in Endodontics (PRICE) 2020 guidelines (Nagendrababu et al. 2020, doi:
10.1111/iej.13285).
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A PRICE checklist (for editors/referees) and flowchart (as a Figure to be included in the
manuscript for readers) should also be completed and included in the submission material.

The PRICE 2020 checklist and flowchart can be downloaded

from: http://pride-endodonticguidelines.org/price/.

It is recommended that authors consult the following papers when writing case reports,

which explains the rationale for the PRICE 2020 guidelines and their importance:

Nagendrababu V, Chong BS, McCabe P, Shah PK, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ,
Setzer FC, Sunde PT, Dummer PMH (2020) PRICE 2020 guidelines for reporting case
reports in Endodontics: a consensus-based development. International Endodontic

Journal 53, 619-26. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32090342)

Nagendrababu V, Chong BS, McCabe P, Shah PK, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ,
Dummer PMH (2020) PRICE 2020 guidelines for reporting case reports in Endodontics:

Explanation and elaboration. International Endodontic Journal 53, 922-

47. (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13300 )

5.2.2. Randomised clinical trials

Randomised clinical trials should be reported to comply with the Preferred Reporting
Items for RAndomized Trials in Endodontics (PRIRATE) 2020 guidelines
(Nagendrababu et al. 2020, doi: 10.1111/iej.13294).

When submitting manuscripts that have been written using the PRIRATE 2020
guidelines, authors should include the following statement in the beginning of “Materials
and Methods” section: ‘‘This randomised clinical trial has been written according to
Preferred Reporting Items for RAndomized Trials in Endodontics (PRIRATE) 2020
guidelines (Nagendrababu et al. 2020, doi: 10.1111/iej.13294).

A PRIRATE 2020 checklist (for editors/referees) and flowchart (as a Figure to be

included in the manuscript for readers) should also be completed and included in the

submission material. The PRIRATE 2020 checklist and flowchart can be downloaded
from: http://pride-endodonticguidelines.org/prirate/
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It is recommended that authors consult the following papers when writing manuscripts,

which explains the rationale for the PRIRATE 2020 guidelines and their importance:

Nagendrababu V, Duncan HF, Bjerndal L, Kvist T, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ,
Pigg M, Rechenberg DK, Vaeth M, Dummer PMH (2020) PRIRATE 2020 guidelines for

reporting randomized trials in Endodontics: a consensus-based

development. International Endodontic Journal 53, 764-73.

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13294)

Nagendrababu V, Duncan HF, Bjerndal L, Kvist T, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ,
Dummer PMH (2020) PRIRATE 2020 guidelines for reporting randomized trials in

Endodontics: Explanation and elaboration. International Endodontic Journal 53, 774- 03.

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13304)

5.2.3. Epidemiological observational trials

Observational studies should be written using the STrengthening the Reporting of
OBservational studies in Epidemiology' (STROBE) guidelines. Compliance with this
should be detailed in the “Materials and Methods” section. (Www.strobe- statement.org).
A STROBE checklist (for editors/referees) and flowchart (as a Figure to be included in
the manuscript for readers) should also be completed and included in the submission

material.

It is recommended that authors consult the following papers when writing manuscripts,

which explains the rationale for the STROBE guidelines and their importance:

Von Elm E, Altman DG, Egger M, Pocock SJ, Gatzsche PC, Vandenbroucke JP, Strobe
Initiative (2014) The Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology (STROBE) Statement: guidelines for reporting observational

studies. International Journal of Surgery 12, 1495-9.

Vandenbroucke JP, von Elm E, Altman DG, Altman DG, Getzsche PC, Mulrow CD,
Pocock SJ, Poole C, Schlesselman JJ, Egger M, STROBE Initiative. (2014) Strengthening
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the reporting of observational studies in epidemiology (STROBE): explanation and
elaboration. International Journal of Surgery 12, 1500-24

5.2.4. Diagnostic accuracy studies

Diagnostic accuracy studies should be written using the Standards for Reporting of
Diagnostic Accuracy Studies (STARD) 2015 guidelines. Compliance with this should be
detailed in the “Materials and Methods” section. A STRAD checklist (for
editors/referees) and flowchart (as a Figure to be included in the manuscript for readers)
should also be completed and included in the submission material. The STRAD checklist
and flowchart can be downloaded from: https://www.equator- network.org/reporting-

guidelines/stard/

It is recommended that authors consult the following papers when writing manuscripts,

which explain the rationale for the STRAD guidelines and their importance:

Cohen JF, Korevaar DA, Altman DG, Bruns DE, Gatsonis CA, Hooft L, Irwig L, Levine
D, Reitsma JB, de Vet HCW, Bossuyt PMM. (2016) STARD 2015 guidelines for
reporting diagnostic accuracy studies: explanation and elaboration. BMJ Open 6,

e012799

http://bmjopen.bmj.com/content/6/11/e012799.abstract

5.2.5. Animal studies

Animal studies should be written using the Preferred Reporting Items for Animal Studies
in Endodontology (PRIASE) 2021 guidelines (Nagendrababu et al. 2021, doi:
10.1111/1ej.13477).

When submitting manuscripts that have been written using the PRIASE 2021 guidelines,
authors should include the following statement in the beginning of “Materials and
Methods” section: ‘“The manuscript of this animal study has been written according to
Preferred Reporting Items for Animal studies in Endodontology (PRIASE) 2021
guidelines (Nagendrababu et al. 2021, doi: 10.1111/iej.13477).
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A PRIASE 2021 checklist (for editors/referees) and flowchart (as a Figure to be included
in the manuscript for readers) should also be completed and included in the submission
material. The PRIASE 2021 checklist and flowchart can be downloaded from:
http://pride-endodonticguidelines.org/priase/

It is recommended that authors consult the following papers when writing manuscripts,

which explain the rationale for the PRIASE 2021 guidelines and their importance:

Nagendrababu V, Kishen A, Murray PE, Nekoofar MH, de Figueiredo JA, Priya E,
Jayaraman J, Pulikkotil SJ, Camilleri J, RM S, Dummer PMH (2021) PRIASE 2021
guidelines for reporting animal studies in Endodontology: a consensus-based

development. International Endodontic Journal 54, 848-57.

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/iej.13477 )

Nagendrababu V, Kishen A, Murray PE, Nekoofar MH, de Figueiredo JA, Priya E,
Jayaraman J, Pulikkotil SJ, Jakovljevic A, Dummer PMH (2021) PRIASE 2021
guidelines for reporting animal studies in Endodontology: Explanation and Elaboration.
International Endodontic Journal 54, 858-86.
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/iej.13481 )

5.2.6. Laboratory studies

Laboratory studies should be reported using the Preferred Reporting Items for Laboratory
studies in Endodontology (PRILE) 2021 guidelines (Nagendrababu et al. 2021, doi:
10.1111/iej.13542).

When submitting manuscripts that have been written using the PRILE 2021 guidelines,
authors should include the following statement in the beginning of ‘“Materials and
Methods” section: ‘‘The manuscript of this laboratory study has been written according
to Preferred Reporting Items for Laboratory studies in Endodontology (PRILE) 2021
guidelines (Nagendrababu et al. 2021, doi: 10.1111/iej.13542).

A PRILE checklist (for editors/referees) and flowchart (as a Figure to be included in the
manuscript for readers) should also be completed and included in the submission material

The PRILE 2021 checklist and flowchart can be downloaded
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from: http://pride-endodonticguidelines.org/prile/

It is recommended that authors consult the following papers when writing manuscripts,

which explain the rationale for the PRILE 2021 guidelines and their importance:

Nagendrababu V, Murray PE, Ordinola-Zapata R, OA Peters, IN Rogas, JF Siqueira Jr,
E Priya, J Jayaraman, SJ Pulikkotil, J Camilleri, C Boutsioukis, G Rossi-Fedele, PMH
Dummer (2021) PRILE 2021 guidelines for reporting laboratory studies in Endodontics:
a consensus-based development. International Endodontic Journal May 3. doi:

10.1111/iej.13542. (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13542 )

Nagendrababu V, Murray PE, Ordinola-Zapata R, OA Peters, IN Rdcas, JF Siqueira Jr,
E Priya, J Jayaraman, SJ Pulikkotil, N Suresh, PMH Dummer (2021) PRILE 2021

guidelines for reporting laboratory studies in Endodontics: Explanation and
elaboration. International Endodontic

Journal (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13565 ) 5.2.7 Systematic

reviews

The abstract and main body of the systematic review should be reported using the
PRISMA for Abstract and PRISMA guidelines respectively (http://www.prisma-
statement.org/). Authors submitting a systematic review must register the protocol in one
of the readily-accessible sources/databases at the time of project inception and not

retrospectively (e.g. PROSPERO database, OSF registries). The protocol registration

number, name of the database or journal reference should be provided at the submission
stage in the “Registration” section in the abstract and ‘Methods’ section in the main body

of the text.

A PRISMA checklist and flow diagram as a Figure (to be included in the manuscript for
readers) should also be included in the submission material. Source of funding (grant

number, if available) should be added in the ‘Acknowledgements’ section.
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It is recommended that authors consult the following papers, which help in the production

of high quality reviews:

Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, PRISMA Group (2009) Preferred reporting
items for systematic reviews and meta-analyses: the PRISMA statement. PLOS Medicine

6, €1000097.

Liberati A, Altman DG, Tetzlaff J, Mulrow C, Getzsche PC, loannidis JP, Clarke M,
Devereaux PJ, Kleijnen J, Moher D (2009)The PRISMA statement for reporting
systematic reviews and meta-analyses of studies that evaluate health care interventions:

explanation and elaboration. Journal of Clinical Epidemiology 62, el- 34.

Nagendrababu V, Duncan HF, Tsesis I, Sathorn C, Pulikkotil SJ, Dharmarajan L,
Dummer PMH (2019) PRISMA for abstracts: best practice for reporting abstracts of

systematic reviews in Endodontology. International Endodontic Journal 52, 1096-

1107. (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/iej.13118)

Nagendrababu V, Dilokthornsakul P, Jinatongthai P, Veettil SK, Pulikkotil SJ, Duncan
HF, Dummer PMH (2020) Glossary for systematic reviews and meta-analyses.

International Endodontic Journal 53, 232-

249.(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/iej.13217)

5.3. Structure

All manuscripts submitted to International Endodontic Journal should include Title Page,
Abstract, Main Text, References and Acknowledgements, Tables, Figures and Figure

Legends as appropriate

All manuscripts submitted to the International Endodontic Journal should include Title
Page (separate file), Abstract, Main Text, References, Acknowledgements, Funding,

Conflict of Interest, Tables, Figures and Figure Legends as appropriate
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Title Page: The title page should bear: (i) Title, which should be concise as well as
descriptive; (i1) Initial(s) and last (family) name of each author; (iii) Name and address of
department, hospital or institution to which work should be attributed (excluding street
names and postal codes); (iv) Running title (no more than 30 letters and spaces); (v) No
more than six keywords (in alphabetical order); (vi) Name, full postal address, telephone,

fax number and e-mail address of the author responsible for correspondence.

Abstract for Original Scientific Articles (includes Clinical Research (randomized control
trials, cohort studies, case control studies, cross sectional studies, case series), Basic
Research — Biological, Basic Research - Technical and Education) should be no more

than 350 words giving details of what was done using the following structure:

* Aim: Give a clear statement of the main aim of the study and the main hypothesis tested,

if any.

* Methodology: Describe the methods adopted including, as appropriate, the design of the
study, the setting, entry requirements for subjects, use of materials, outcome measures

and statistical tests.

* Results: Give the main results of the study, including the outcome of any statistical

analysis.

* Conclusions: State the primary conclusions of the study and their implications. Suggest

areas for further research, if appropriate.

* Funding:Provide the primary source of funding with grant number for the study (if no

funding: say ‘none’).

* Conflict of interest: Specify potential conflicts of interest for all authors. If no conflict

exists, the authors must explicitly state so.

Abstract for Systematic Review Articles should be no more than 350 words using the

following structure where applicable:

» Title: Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both.

* Background: Provide a brief introduction of the subject and why it is important.
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* Objectives: The research question including components such as participants,

interventions, comparators, and outcomes. Use PICO format.

» Methods: Briefly describe 1) the inclusion criteria, ii) provide databases searched and
dates, iii) mention the method used to assess study quality (risk of bias) iv) meta- analysis

methodology (if appropriate).

* Results: i) Number and type of included studies and participants ii) results for main
outcomes (benefits and harms). If a meta-analysis was undertaken, include summary
measures and confidence intervals. iii) direction of the effect in terms that are meaningful

to clinicians and patients.

* Discussion: 1) Strengths and ii) limitations of evidence.

* Conclusions: General interpretation of the results and important implications. * Funding:

Primary source of funding for the review (if no funding: say ‘none’).

* Registration: Registration number and name.

Abstract for Review Articles (narrative)

The Abstract should be unstructured and no more than 350 words.

Abstract for Clinical Techniques and Case Reports should be no more than 350 words

using the following structure:

» Aim: Give a clear statement of the main aim of the report and the clinical problem which
is addressed. *Summary: Describe briefly the clinical technique(s) or the case report(s). ¢
Key learning points: Provide up to 5 short, bullet-pointed statements to highlight the key
messages of the report. All points must be fully justified by material presented in the
report.

Main Text of Original Scientific Article should include Introduction, Materials and

Methods, Results, Discussion and Conclusion:
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* Introduction: should be focused, outlining the historical or logical origins of the study
and gaps in knowledge. Exhaustive literature reviews are not appropriate. It should close
with the explicit statement of the specific aims of the investigation, or hypothesis to be
tested. « Material and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination
with the references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully

reproduced.

Experimental Subjects: experimentation involving human subjects will only be published
if such research has been conducted in full accordance with ethical principles, including
the World Medical Association Declaration of Helsinki (version 2008) and the additional
requirements, if any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts
must be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above mentioned
principles. A statement regarding the fact that the study has been independently reviewed
and approved by an ethical board should also be included. Editors reserve the right to

reject papers if there are doubts as to whether appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be
carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of

Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental

procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November 1986

(86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
Material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for
each study, if applicable. Editors reserve the right to reject papers if there is doubt as to

whether appropriate procedures have been used.

Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (product: company,

town/city, state, country) included.

* Results: should present the observations with minimal reference to earlier literature or

to possible interpretations. Data should not be duplicated in Tables and Figures.
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* Discussion: may usefully start with a brief summary of the major findings, but repetition
of parts of the abstract or of the results section should be avoided. The Discussion section
should progress with a critical review of the methodology before discussing the results in
light of previous work in the field. The Discussion should include the strengths and
limitations of the work and should end with a brief summary and a comment on the
potential clinical relevance of the findings, if any. Statements and interpretation of the

data should be appropriately supported by original references.

* Conclusion: should contain a summary of the findings.

Main Text of Systematic Review Articles should be divided into Introduction, Methods,

Results, Discussion, Conclusions, Funding and Conflict of Interest:

* Introduction:Should be focused to place the subject matter in context and to justify the

need for the review.

* Method:Divide into logical sub-sections in order to improve readability and enhance
understanding (e.g. details of protocol registration, literature search process,
inclusion/exclusion criteria, data extraction, quality assessment, outcome(s) of interest,

data synthesis and statistical analysis, quality of evidence).

* Results: Present in structured fashion (e.g. results of the search process, characteristics
of the included studies, results of primary meta-analysis, additional analysis, publication

bias, quality of evidence).

* Discussion: Should summarize the results, highlighting completeness and applicability
of evidence, quality of evidence, agreements and disagreements with other studies or

reviews, strength and limitations, implications for practice and research.

* Conclusion(s): Section should reach clear conclusions and/or recommendations on the

basis of the evidence presented.

* Funding: Provide the primary source of funding with grant number for the study (if no

funding: say ‘none’).
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* Conflict of Interest: Need to specify potential conflicts of interest for all the authors. If

no conflict exists, the authors must explicitly state so.

Main Text of Review Articles should be divided into Introduction, Review and
Conclusions. The Introduction section should be focused to place the subject matter in
context and to justify the need for the review. The Review section should be divided into
logical sub-sections in order to improve readability and enhance understanding. Search
strategies must be described and the use of state-of-the-art evidence-based systematic
approaches is expected. The use of tabulated and illustrative material is encouraged. The
Conclusion section should reach clear conclusions and/or recommendations on the basis

of the evidence presented.

Main Text of Clinical Techniques and Case Reports should be divided into Introduction,
Report, Discussion and Conclusion. They should be well illustrated with clinical images,
radiographs, diagrams and, where appropriate, supporting tables and graphs. However,

all illustrations must be of the highest quality.

Acknowledgments: Acknowledgments should be brief and should not include thanks to

anonymous referees and editors. See also above under Ethical Guidelines.

Funding: The International Endodontic Journal requires that all sources of institutional,
private and corporate financial support for the work within the manuscript must be fully
acknowledged. Grant or contribution numbers may be acknowledged, and principal grant

holders should be listed.

Conflict of Interest: Any potential conflicts of interest must be noted.

5.4. References

It is the policy of the Journal to encourage reference to the original papers rather than to
literature reviews. Authors should therefore keep citations of reviews to the absolute

minimum.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference

management and formatting. The EndNote reference style can be obtained upon request
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to the editorial office (iejeditor@cardiff.ac.uk). Reference Manager reference styles can

be searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

In the text: single or double authors should be acknowledged together with the year of
publication, e.g. (Pitt Ford & Roberts 1990). If more than two authors the first author

followed by et al. is sufficient, e.g. (Tobias et al. 1991). If more than 1 paper is cited the

nn

references should be in year order and separated by "," e.g. (Pitt Ford & Roberts 1990,
Tobias et al. 1991).

Reference list: All references should be brought together at the end of the paper in

alphabetical order and should be in the following form.

(1) Names and initials of up to six authors. When there are seven or more, list the first

three

(i)Year

(iii) Full

(iv) Title (v) Volume

and add et

al.

title

of of

paper journal

(bold)

followed by in

followed
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full (in

of

number

publication

n

full by

parentheses stop (.) italics) comma (,)

(vi) First and last pages

Examples of correct forms of reference follow:

Standard journal article

Bergenholtz G, Nagaoka S, Jontell M (1991) Class II antigen-expressing cells in

experimentally induced pulpitis. International Endodontic Journal 24, 8-14.

Corporate author

British Endodontic Society (1983) Guidelines for root canal treatment. International

Endodontic Journal 16, 192-5.

Journal supplement

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M (1979) Functional asplenia: demonstration of

splenic activity by bone marrow scan (Abstract). Blood 54 (Suppl. 1), 26a.

Books and other monographs
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Personal author(s)

Gutmann J, Harrison JW (1991) Surgical Endodontics, 1st edn Boston, MA, USA:

Blackwell Scientific Publications.

Chapter in a book

Wesselink P (1990) Conventional root-canal therapy III: root filling. In: Harty FJ, ed.
Endodontics in Clinical Practice, 3rd edn; pp. 186-223. London, UK: Butterworth.

Published proceedings paper

DuPont B (1974) Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency

with an unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of
the Third Annual Meeting of the International Society for Experimental Rematology; pp.
44- 46. Houston, TX, USA: International Society for Experimental Hematology.

Agency publication

Ranofsky AL (1978) Surgical Operations in Short-Stay Hospitals: United States-1975.
DHEW publication no. (PHS) 78-1785 (Vital and Health Statistics; Series 13; no. 34.)
Hyattsville, MD, USA: National Centre for Health Statistics.8

Dissertation or thesis

Saunders EM (1988) In vitro and in vivo investigations into root-canal obturation using
thermally softened gutta-percha techniques (PhD Thesis). Dundee, UK: University of

Dundee.

URLs

Full reference details must be given along with the URL, i.e. authorship, year, title of
document/report and URL. If this information is not available, the reference should be
removed and only the web address cited in the text. Smith A (1999) Select committee
report into social care in the community [WWW document]. URL

http://www.dhss.gov.uk/reports/report015285.html [accessed on 7 November 2003]
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5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be double-spaced with no vertical rulings, with a single bold ruling

beneath the column titles. Units of measurements must be included in the column title.

Figures: All figures should be planned to fit within either 1 column width (8.0 cm), 1.5
column widths (13.0 cm) or 2 column widths (17.0 ¢cm), and must be suitable for
photocopy reproduction from the printed version of the manuscript. Lettering on figures
should be in a clear, sans serif typeface (e.g. Helvetica); if possible, the same typeface
should be used for all figures in a paper. After reduction for publication, upper- case text
and numbers should be at least 1.5-2.0 mm high (10 point Helvetica). After reduction,
symbols should be at least 2.0-3.0 mm high (10 point). All half-tone photographs should
be submitted at final reproduction size. In general, multi-part figures should be arranged

as they would appear in the final version. Reduction to the

scale that will be used on the page is not necessary, but any special requirements (such as

the separation distance of stereo pairs) should be clearly specified.

Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data presented in
small tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text instead.
Figures should not contain more than one panel unless the parts are logically connected,
each panel of a multipart figure should be sized so that the whole figure can be reduced
by the same amount and reproduced on the printed page at the smallest size at which

essential details are visible.

Figures should be on a white background, and should avoid excessive boxing,
unnecessary colour, shading and/or decorative effects (e.g. 3-dimensional skyscraper
histograms) and highly pixelated computer drawings. The vertical axis of histograms

should not be truncated to exaggerate small differences. The line spacing should be

wide enough to remain clear on reduction to the minimum acceptable printed size.

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, boldface, roman letter, a,

b, and so on, in the same typesize as used elsewhere in the figure. Lettering in figures
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should be in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a single
space between the number and the unit, and follow SI nomenclature or the nomenclature
common to a particular field. Thousands should be separated by a thin space (1 000).
Unusual units or abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale
bars should be used rather than magnification factors, with the length of the bar defined
in the legend rather than on the bar itself. In general, visual cues (on the figures
themselves) are preferred to verbal explanations in the legend (e.g. broken line, open red

triangles etc.)

Figure legends: Figure legends should begin with a brief title for the whole figure and
continue with a short description of each panel and the symbols used; they should not

contain any details of methods.

Permissions: If all or part of previously published illustrations are to be used, permission
must be obtained from the copyright holder concerned. This is the responsibilty of the

authors before submission.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent
the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF
(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for

printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have
a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the
reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with
a TIFF preview if possible). For scanned images, the scanning resolution (at final image
size) should be as follows to ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones
(including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line images:
>600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for figures:

http:/authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.
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Check your electronic artwork before submitting it:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

5.6. Guidelines for reporting of DNA microarray data

The International Endodontic Journal gives authors notice that, with effect from Ist
January 2011, submission to the International Endodontic Journal requires the reporting
of microarray data to conform to the MIAME guidelines. After this date, submissions will
be assessed according to MIAME standards. The complete current guidelines are
available at  http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame 2.0.html.  Also,
manuscripts will be published only after the complete data has been submitted into the
public repositories, such as GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) or ArrayExpress
(http://www.ebi.ac.uk/microarray/submissions_overview.html), in MIAME compliant

format, with the data accession number (the identification number of the data

set in the database) quoted in the manuscript. Both databases are committed to keeping

the data private until the associated manuscript is published, if requested.

Prospective authors are also encouraged to search for previously published microarray
data with relevance to their own data, and to report whether such data exists. Furthermore,
they are encouraged to use the previously published data for qualitative and/or
quantitative comparison with their own data, whenever suitable. To fully acknowledge
the original work, an appropriate reference should be given not only to the database in
question, but also to the original article in which the data was first published. This open
approach will increase the availability and use of these large-scale data sets and improve
the reporting and interpretation of the findings, and in increasing the comprehensive
understanding of the physiology and pathology of endodontically related tissues and

diseases, result eventually in better patient care.

5.7. Supporting Information

Publication in electronic formats has created opportunities for adding details or whole
sections in the electronic version only. Authors need to work closely with the editors in

developing or using such new publication formats.
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Supporting information, such as data sets or additional figures or tables, that will not be
published in the print edition of the journal, but which will be viewable via the online
edition, can be submitted. It should be clearly stated at the time of submission that the
supporting information is intended to be made available through the online edition. If the
size or format of thesupporting informationis such that it cannot be accommodated on the

journal's website, the author agrees to make the supporting

information available free of charge on a permanent Web site, to which links will be set
up from the journal's website. The author must advise Wiley Blackwell if the URL of the
website where the supporting information is located changes. The content of the
supporting information must not be altered after the paper has been accepted for

publication.

The availability of supporting information should be indicated in the main manuscript by
a paragraph, to appear after the References, headed 'Supporting Information' and
providing titles of figures, tables, etc. In order to protect reviewer anonymity, material
posted on the authors Web site cannot be reviewed. The supporting information is an

integral part of the article and will be reviewed accordingly.

Preparation of Supporting Information: Although provision of content through the web
in any format is straightforward, supporting information is best provided either in web-
ready form or in a form that can be conveniently converted into one of the standard web

publishing formats:

 Simple word-processing files (.doc or .rtf) for text. « PDF for more complex, layout-
dependent text or page-based material. Acrobat files can be distilled from Postscript by
the Publisher, if necessary. * GIF or JPEG for still graphics. Graphics supplied as EPS or
TIFF are also acceptable. * MPEG or AVI for moving graphics.

Subsequent requests for changes are generally unacceptable, as for printed papers. A

charge may be levied for this service.
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Video Imaging: For the on-line version of the Journal the submission of illustrative video
is encouraged. Authors proposing the use such media should consult with the Editor

during manuscript preparation.

Article Promotion Support

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create
shareable video abstracts, infographics, conference posters, lay summaries, and research

news stories for your research — so you can help your research get the attention it deserves.

6. GRAPHICAL ABSTRACT

Authors are invited to submit a graphical abstract along with their manuscript to be

published in the International Endodontic Journal’s:

* Online table of contents.

» Content alert emails.

* Within the article.

The graphical abstract should visually convey the key findings of the report and present
a clear message to the reader. It should be used as a means of attracting the readers’

attention and promoting further engagement with the article.

To create an effective graphical abstract, authors should focus on presenting to the reader

what they can learn from the report, communicating only the key message.

Guidelines for designing a Graphical Abstract:

1. Creating a graphical abstract does not mean just copying and pasting a figure from

the manuscript.

2. Use text sparingly, so the graphical abstract does not become cluttered, but ensure that
you have clearly stated the purpose of the report, research design, clinical case and the
outcome of the study or case. Use language consistent with terms and definitions in the

article that are free of editorialization (personal opinion) or bias.
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3. Use only images that you have a legal right to use. Authors are responsible for obtaining
permission to use any images that they include from outside sources, including articles,

web pages, stock photo sites or Google image searches. Any

needed permissions must be submitted along with your graphical abstract or

identified in the Acknowledgements section of your manuscript.

4. Exclude imagery that can be viewed as advertisement, such as trade names,

logos, or images of trademarked items.

5. The Graphical Abstract should be submitted along with the manuscript though

our ScholarOne platform and uploaded with the file designation “Graphical

Abstract”.

6. Required file properties:

o Resolution: 700 pixels (width) x 600 pixels (height). o Font size: at least 12pt.

o Font: Calibri.

o File size should not exceed 1MB.

7. A good example of how a graphical abstract should look can be seen

here: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/joim.13141

Please contact the editorial office at [EJeditor@cardiff.ac.uk if you have any questions.

7. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the

Production Editor who is responsible for the production of the journal.
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7.1 Wiley Author Services

When an accepted article is received by Wiley’s production team, the corresponding
author will receive an email asking them to login or register with Wiley Author Services.
You will be asked to sign a publication license at this point as well as pay for any

applicable APCs.

7.2 Copyright & Licensing

Y ou may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement,
or Open Access under the terms of a Creative Commons License. Standard re-use and
licensing rights vary by journal. Note that certain funders mandate a particular type of CC
license be used. This journal uses the CC- BY/CC-BY-NC/CC-BY-NC-ND Creative

Commons License.

Self-Archiving Definitions and Policies: Note that the journal’s standard copyright
agreement allows for self-archiving of different versions of the article under specific

conditions.

7.3 Accepted Articles

The journal offers Wiley’s Accepted Articles service for all manuscripts. Manuscripts
accepted ‘in press’ are published online shortly after acceptance, prior to copy-editing or
typesetting and appear in PDF format only. After the final version article is published (the

article of record), the DOI remains valid and can still be used to cite and access the article.

Accepted Articles will be indexed by PubMed; submitting authors should carefully check
the names and affiliations of all authors provided in the cover page of the manuscript so

it is accurate for indexing. The final copyedited and proofed articles will

appear in an issue on Wiley Online Library; the link to the article in PubMed will update

automatically.

7.4 Proofs
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Authors will receive an e-mail notification with a link and instructions for accessing
HTML page proofs online/with their proofs included as a pdf. Authors should also make
sure that any renumbered tables, figures, or references match text citations and that figure
legends correspond with text citations and actual figures. Proofs must be returned within

48 hours of receipt of the email.

7.5 Early View

Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their

publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have

been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections
have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after
online publication. The nature of Early View articles means that they do not yet have
volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional
way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article
to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI

remains valid and can continue to be used to cite and access the article.
7.6 Article Promotion Support

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create
shareable video abstracts, infographics, conference posters, lay summaries, and research

news stories for your research —so you can help your research get the attention it deserves.

7.7 Wiley’s Author Name Change Policy

In cases where authors wish to change their name following publication, Wiley will
update and republish the paper and redeliver the updated metadata to indexing services.
Our editorial and production teams will use discretion in recognizing that name changes
may be of a sensitive and private nature for various reasons including (but not limited to)
alignment with gender identity, or as a result of marriage, divorce, or religious
conversion. Accordingly, to protect the author’s privacy, we will not publish a correction
notice to the paper, and we will not notify co-authors of the change. Authors should

contact the journal’s Editorial Office with their name change request.
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7.8 Offprints

Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author Services
only. Please therefore sign up for Author Services if you would like to access your article
PDF offprint and enjoy the many other benefits the service offers. Additional paper
offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill in the necessary

details and ensure that you type information in all of the required

fields: Sheridan Printer. If you have queries about offprints please email Customer

Service.

7.9 Author Services

For more substantial information on the services provided for authors, please see Wiley

Author Services

* Submit an Article

» Get content alerts

* Subscribe to this journal
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