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Melo AP. Propriedades físico-químicas e atividade antimicrobiana de cimentos 
biocerâmicos associados ao Thyme Essencial Oil [dissertação de mestrado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 
 
RESUMO 
 

Cimentos biocerâmicos reparadores e endodônticos com atividade antimicrobiana 
podem contribuir para o controle da infecção. O óleo essencial de tomilho, ou Thyme 
Essential Oil (TEO), é um extrato natural com propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatórias. Objetivo: Avaliar cimentos biocerâmicos reparadores e endodônticos 
associados ou não ao TEO. Publicação 1: Visa avaliar propriedades físico-químicas 
e antimicrobianas dos cimentos biocerâmicos reparadores pronto para uso Bio-C 
Repair (BCR, Angelus, Brasil) e pó/líquido NeoMTA 2 (NMTA2, Nusmile, EUA) e das 
suas associações ao TEO. Publicação 2: Visa avaliar propriedades físico-químicas 
e antimicrobianas dos cimentos endodônticos biocerâmicos pronto para uso Bio-C 
Sealer (BCS) e pó/líquido BioRoot RCS (BR) e das suas associações ao TEO. 
Metodologia: Tempo de presa foi avaliado de acordo com a ISO 6876:2012. O pH 
foi avaliado após imersão dos materiais em água destilada nos períodos de 1, 3, 7, 
14 e 21 dias. Alteração volumétrica foi avaliada utilizando microtomografia 
computadorizada (micro-CT). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo teste de 
contato direto modificado (TCDM) sobre biofilmes de E. faecalis formados sobre 
discos de hidroxiapatita. Os resultados foram submetidos a testes de normalidade 
seguido de ANOVA e Tukey (p < 0.05).  Publicação 1 – Resultados: TEO não 
interferiu no tempo de presa, pH e alteração volumétrica dos cimentos (p > 0,05). 
Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinização em relação ao controle 
(p < 0.05). BCR/TEO e NMTA2/TEO apresentaram melhor atividade antimicrobiana 
que BCR e NMTA2 contra E. faecalis (p < 0.05). Conclusão: A adição de Thyme 
Essential Oil melhorou significativamente a atividade antimicrobiana dos cimentos 
potencializando a atividade antimicrobiana sem modificar propriedades físico-
químicas. Publicação 2 – Resultados: TEO não alterou o tempo de presa dos 
cimentos (p > 0,05). Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinização nos 
períodos avaliados em relação ao controle (p < 0.05). BR/TEO mostrou menor 
alteração volumétrica que BR (p < 0.05). BCS/TEO e BR/TEO foram mais efetivos 
que BCS e BR sober biofilme de E. faecalis. Conclusão: A associação de Thyme 
Essential Oil aos materiais aumentou a efetividade dos materiais sobre biofilme de E. 
faecalis, representando uma alternativa para aumentar o potencial antimicrobiano. 
 

Palavras chave: Materiais Restauradores do Canal Radicular. Microtomografia por 
Raio-X. Calcarea Silicata. Óleos Voláteis. Anti-infecciosos.  
 



 

Melo AP. Physicochemical properties and antimicrobial activity of bioceramic 
cements associated with Thyme Essential Oil [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 

 

ABSTRACT  
 
Restorative and endodontic bioceramic cements with antimicrobial activity can 
contribute to infection control. Thyme essential oil, or Thyme Essential Oil (TEO), is a 
natural extract with antimicrobial and anti-inflammatory properties. Objective: To 
evaluate repairing and endodontic bioceramic cements associated or not with TEO. 
Publication 1: Aims to evaluate physicochemical and antimicrobial properties of Bio-
C Repair (BCR) and powder/liquid NeoMTA 2 (NMTA2) ready-to-use bioceramic 
repair cements and their associations with TEO. Publication 2: Aims to evaluate 
physicochemical and antimicrobial properties of Bio-C Sealer ready-to-use 
endodontic cements (BCS) and BioRoot RCS powder/liquid (BRT) and their 
associations with TEO. Methodology: Setting time was evaluated according to ISO 
6876:2012. The pH was evaluated after immersion of the materials in distilled water 
in the periods of 1, 3, 7, 14 and 21 days. Volumetric change was assessed using 
micro-computed tomography (micro-CT). Antimicrobial activity was evaluated by the 
modified direct contact test (MDCT) on E. faecalis biofilms formed on hydroxyapatite 
discs. The results were submitted to normality tests followed by ANOVA and Tukey 
(P<0.05). Publication 1 – Results: TEO did not affect the setting time, pH and 
volumetric change of the cements (P>0.05). All materials showed alkalization 
capacity in relation to the control (P<0.05). BCR/TEO and NMTA2/TEO showed 
better antimicrobial activity than BCR and NMTA2 against E. faecalis (P< .05). 
Conclusion: The addition of Thyme Essential Oil significantly improved the 
antimicrobial activity of cements, enhancing the antimicrobial activity without 
modifying physicochemical properties. Publication 2 – Results: of TEO did not 
change the setting time of the cements (P>0.05). All materials showed alkalization 
capacity in the periods evaluated in relation to the control (P<0.05). BR/TEO showed 
less volumetric change than BR (P<0.05). BCS/TEO and BR/TEO were more 
effective than BCS and BR on E. faecalis biofilm. Conclusion: The association of 
Thyme Essential Oil to the materials increased the effectiveness of materials on E. 
faecalis biofilms, representing an alternative to increase the antimicrobial potential. 
 
 
Keywords: Root Canal Filling Materials. X-Ray Microtomography. Calcarea Silicata. 
Oils, Volatile. Anti-Infective Agents.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Biomateriais de silicatos de cálcio apresentam potencial bioativo1, 

promovendo reparação por tecido mineralizado após tratamento reparador ou 

tratamento endodôntico2. O Agregado Trióxido Mineral (MTA) foi o primeiro cimento 

reparador com silicatos de cálcio demonstrando potencial bioativo3. É composto por 

silicato tricálcico, silicato dicálcico, aluminato tricálcico entre outros óxidos minerais4. 

MTA demonstrou capacidade de estimular reparação do tecido pulpar e induzir a 

formação de dentina reparadora5,6, além de apresentar alguma atividade 

antimicrobiana pela liberação de íons cálcio e hidroxila7. Porém, a capacidade de 

alcalinização é limitada após seu processo de hidratação quando ocorre diminuição 

de seu potencial antimicrobiano8. Além disso, apresenta desvantagens como 

elevado tempo de presa e potencial de descoloração dentária8,9, levando ao 

desenvolvimento de novos materiais.   

Os cimentos à base de silicatos de cálcio demonstram propriedades 

biológicas adequadas10,11. São biocompatíveis, bioativos e não citotóxicos10, 

promovendo a formação de hidrato de silicato de cálcio e hidróxido de cálcio em 

contato com água12, propiciando selamento em ambientes úmidos ou contaminado 

com sangue13. Selamento de perfurações radiculares, capeamento pulpar, 

pulpotomias, apexificação, apicigênese e obturação retrógrada são algumas de suas 

indicações clínicas14.   

Bio-C Repair (Angelus, Paraná, Brasil) e NeoMTA 2 (Avalon Biomed, 

Houston, Estados Unidos) é um cimento biocerâmico reparador. É composto por 

silicatos de cálcio, aluminato de cálcio, óxido de cálcio e óxido de zircônio. Bio-C 

Repair apresenta bioatividade e potencial de mineralização15, além da capacidade 

de liberar íons hidroxila e cálcio16. Entretanto, ainda não há estudos que avaliaram a 

atividade antimicrobiana deste material. NeoMTA2 é um cimento à base de silicatos 

de cálcio, e um gel à base de água. Segundo o fabricante o NeoMTA2 apresenta 

partículas menores e maior radiopacidade. Este material é o sucessor do NeoMTA 

Plus, que apresenta formulação similar. NeoMTA Plus apresenta propriedades físico-

químicas e biológicas adequadas17,18. Entretanto, não demonstra ação 

antimicrobiana efetiva contra biofilme de E. faecalis e C. albicans18.  
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NMTA2 demonstra ser citocompatível, bioativo e apresenta potencial de 

mineralização19. Ainda não existem estudos que avaliem as propriedades físico-

químicas e antimicrobianas do NeoMTA 2.  

Além de propriedades físico-químicas adequadas, os cimentos obturadores 

de canal radicular devem apresentar atividade antimicrobiana20. BioRoot RCS 

(Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, França) e Bio-C Sealer (Angelus, Paraná, 

Brasil) são cimentos obturadores à base de silicato tricálcico. BioRoot RCS é um 

cimento endodôntico pó-líquido composto por silicato tricálcico e óxido de zircônio. 

BioRoot RCS apresenta pH, tempo de presa, solubilidade e porosidade adequados, 

é capaz de promover a alcalinização do meio21. Também demonstra propriedades 

antimicrobianas22,23 e não induz citocinas pró-inflamatórias, além de apresentar 

citocompatibilidade24. Bio-C Sealer é um cimento pronto para uso a base de silicatos 

de cálcio, aluminato de cálcio, óxido de cálcio e óxido de zircônio, além do agente 

dispersante. Bio-C Sealer apresenta adequados valores de pH, tempo de presa, 

escoamento, radiopacidade e alteração volumétrica25. É um material biocompatível, 

apresenta potencial bioativo e favorece o reparo26. Além disso, apresenta atividade 

antimicrobiana contra E. faecalis devido ao seu potencial de alcalinização26.   

Cimentos à base de silicatos de cálcio apresentam propriedades 

antimicrobianas com efeito limitado, e menor ação sobre infecções persistentes20. A 

presença de microrganismos isolados ou em biofilme é a principal causa do 

insucesso do tratamento endodôntico27,28. Enterococcus faecalis é o microrganismo 

prevalente em infecções persistentes de canais radiculares tratados 

endodonticamente29,30. Mesmo diante da disponibilidade limitada de nutrientes, 

algumas bactérias podem permanecer no canal radicular após o preparo 

biomecânico31,32. Desta forma, a atividade antimicrobiana de materiais reparadores e 

cimentos endodônticos pode contribuir no controle destes microrganismos 

residuais33,34.   

A associação de agentes antimicrobianos aos materiais endodônticos pode 

melhorar seu efeito contra os microrganismos remanescentes. Algumas estratégias 

são utilizadas para melhorar a atividade antimicrobiana dos cimentos35-37. Dentre 

elas, a adição de clorexidina demonstrou melhora na atividade anitmicrobiana, em 

contrapartida, prejudicou a presa dos cimentos e aumentou citotoxicidade38-40.  
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Óleos essenciais (OEs) extraídos de plantas são estudados como agentes 

antimicrobianos, demonstrando efeito antimicrobiano, além de propriedades 

antifúngicas, anti-inflamatórias e antibacterianas41-44. O TEO é composto 

principalmente por Timol e Carvacrol. Apresenta controle efetivo em biofilme 

polimicrobiano composto por C. albicans com Staphylococcus aureus, E. faecalis, 

Streptococcus mutans ou Pseudomonas aeruginosa 42.   

A associação com substâncias pode alterar propriedades físico-químicas 

de materiais, o que torna necessário avaliar suas propriedades. A microtomografia 

computadorizada (micro-CT) é utilizada como ferramenta reprodutível e não 

destrutiva, fornecendo dados precisos para avaliação qualitativa e quantitativa. O 

micro-CT pode avaliar a alteração volumétrica de cimentos antes e após a imersão 

em fluído em diferentes intervalos de tempo45,46, proporcionando entendimento do 

comportamento tridimensional dos materiais em diferentes períodos de tempo47,48.  

Além da avaliação das propriedades físico-químicas, testes antimicrobianos 

são necessários para avaliar a atividade antimicrobiana dos cimentos. O teste de 

Contato Direto Modificado (TCDM) com biofilme apresenta grande relevância na 

avaliação desta propriedade49. É um método quantitativo e reprodutível que simula o 

contato direto dos microrganismos na forma de biofilme com cimentos 

endodônticos50,51. Os cimentos biocerâmicos TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire SA, 

La Chaux-de-Fonds, Switzerland), Sealer Plus BC (MK Life, Porto Alegre, RS, Brasil) 

Biodentine (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, França) e MTA Fillapex (Angelus, 

Paraná, Brasil) foram previamente avaliados pelo TCDM demonstrando boa 

atividade antimicrobiana51-53. 

A Endodontia busca maior potencial antimicrobiano dos cimentos 

reparadores e endodônticos. Há poucos relatos do uso de óleos essenciais 

associados aos cimentos endodônticos. Dessa forma, a associação do TEO a estes 

materiais pode ser uma alternativa, uma vez que já demonstrou atividade 

antimicrobiana contra microrganismos comumente encontrados nas infecções 

endodônticas.  Também é necessária a avaliação das propriedades físico-químicas 

desta associação para possibilitar sua aplicação clínica adequada.   
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2 PROPOSIÇÃO 
 

Os objetivos do presente estudo foram: 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar as propriedades físico-químicas e atividade antimicrobiana dos 

cimentos biocerâmicos reparadores e endodônticos e suas associações ao Thyme 

Essencial Oil (TEO) por meio de metodologias convencionais, microtomografia 

computadorizada (micro-CT) e teste de contato direto modificado (TCDM).  

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

Publicação 1 - Avaliar o efeito da adição do TEO aos cimentos reparadores 

Bio-C Repair e NeoMTA 2, no tempo de presa, pH, alteração volumétrica e atividade 

antimicrobiana. 

 

Publicação 2 - Avaliar o efeito da adição do TEO aos cimentos 

endodônticos Bio-C Sealer e BioRoot RCS, no tempo de presa, pH, alteração 

volumétrica e atividade antimicrobiana.  
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3 PUBLICAÇÃO  
 

As publicações descritas a seguir foram resultados da pesquisa realizada 
neste trabalho de dissertação. 

 
 

3.1 Publicação1  

 

Propriedades físico-químicas e atividade antimicrobiana dos cimentos reparadores 

Bio-C Repair e NeoMTA2 e das suas associações com Thyme Essential Oil 

 

Objetivo: Avaliação de propriedades físico-químicas e antimicrobiana dos cimentos 

biocerâmicos reparadores pronto para uso Bio-C Repair (BCR, Angelus, Brasil)) e 

pó/líquido NeoMTA2 (NMTA2, Nusmile, EUA), e das suas associações com Thyme 

Essential Oil (TEO): BCR, BCR/TEO, NMTA2, NMTA2/TEO. 

Metodologia: Tempo de presa foi avaliado de acordo com a ISO 6876:2012. pH foi 

avaliado após imersão dos materiais em água destilada por 1, 3, 7, 14 e 21 dias. 

Alteração volumétrica foi avaliada utilizando microtomografia computadorizada 

(micro-CT). Teste de contato direto modificado (TCDM) sobre biofilmes de E. faecalis 

foi usado para avaliar capacidade antimicrobiana. Os resultados foram submetidos 

aos testes ANOVA/Tukey (α = 0.05). 

Resultados: A associação ao TEO não interferiu no tempo de presa, pH e 

estabilidade volumétrica dos cimentos (P>0.05). Todos os materiais mostraram 

capacidade de alcalinização em relação ao controle (P<0.05). BCR/TEO e 

NMTA2/TEO foram mais efetivos contra biofilme de E. faecalis (P >0.05). 

Conclusão: A adição do Thyme Essential Oil promoveu maior atividade 

antimicrobiana contra E. faecalis, sendo uma alternativa para a melhoria desta 

propriedade nesses materiais. 

 

Palavras chaves: atividade antimicrobiana, biofilme, endodontia, Enterococcus 

faecalis, silicatos de cálcio 
 

 Redigido de acordo com as normas do International Endodontic Journal, periódico para o qual será 
submetido. 
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INTRODUÇÃO 

 

Cimentos biocerâmicos reparadores visam promover selamento e induzir 

reparo (Benetti et al., 2019; Janini et al., 2021). São indicados no tratamento de 

perfurações, apicificações, capeamento pulpar e obturações retrógradas. Bio-C 

Repair (BCR. Angelus, Paraná, Brasil) é um cimento reparador pronto para uso à 

base de silicatos de cálcio, aluminato de cálcio, óxido de cálcio e óxido de zircônio. 

BCR apresenta bioatividade, citocompatibilidade e potencial de mineralização 

semelhante ao MTA (Benetti et al., 2019; Ghilotti et al., 2020; Rodríguez-Lozano et 

al., 2021), além da capacidade de liberar íons cálcio (Benetti et al., 2019). A 

solubilidade e radiopacidade estão de acordo com as normas ISO (Oliveira et al., 

2021), além de demonstrar capacidade de preenchimento (Torres et al., 2020a). 

Porém, ainda não existem estudos que avaliem seu pH, alteração volumétrica e 

ação antimicrobiana. 

NeoMTA 2 (NMTA2. Avalon Biomed, Houston, Estados Unidos) é um novo 

cimento reparador, sucessor do NeoMTA Plus. Ambos são materiais à base de 

silicatos de cálcio com óxido de tântalo como radiopacificador. Segundo o fabricante, 

o NMTA2 apresenta partículas menores, melhor manipulação e é mais radiopaco. 

NeoMTA Plus demonstrou propriedades físico-químicas e biológicas adequadas 

(Quintana et al., 2019; Torres et al., 2020a; Rodríguez-Lozano et al., 2021; Birant et 

al., 2021). Entretanto, não demonstra ação antimicrobiana efetiva contra biofilme de 

E. faecales e C. albicans (Jacob et al., 2020). NMTA2 demonstra ser citocompatível, 

bioativo e apresenta potencial de mineralização (Rodríguez-Lozano et al., 2021).  

A permanência de microrganismos isolados ou em biofilme é a maior causa 

de falhas do tratamento endodôntico (Tabassum et al., 2016), sendo Enterococcus 

faecalis prevalente em infecções persistentes (Prada et al., 2019; Zargar et al., 

2019). Portanto, é desejável que os materiais endodônticos sejam capazes de 

controlar o desenvolvimento de microrganismos residuais (Swimberghe et al., 2019). 

Embora os cimentos à base de silicatos de cálcio apresentem capacidade de 

alcalinização do meio, sua atividade antimicrobiana é limitada (Janini et al., 2021).  

Óleos essenciais apresentam propriedades antimicrobianas, antifúngicas e 

antinflamatórias (Kowalczyk et al., 2020). Os óleos essenciais podem reduzir 
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significativamente o desenvolvimento de resistência dos microrganismos (Perez et 

al., 2019). O óleo essencial de Tomilho (Thyme Essential Oil, TEO), é composto por 

37-55% de timol e 0,5-5% de carvacrol (Kowalczyk et al., 2020). TEO demonstra 

controle efetivo de biofilme polimicrobiano de microrganismos comumente 

encontrados na cavidade oral (Aires et al., 2020; Kowalczyk et al., 2020). TEO já foi 

avaliado como solução irrigadora (Marinković et al., 2020) e em associação com 

pastas dentais (Carvalho et al., 2020).  

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associação do TEO aos 

cimentos reparadores BCR e NMTA 2 quanto às suas propriedades físico-químicas e 

ação antimicrobiana. A hipótese nula foi que a adição do TEO não altera as 

propriedades dos materiais avaliados. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os materiais avaliados com seus respectivos fabricantes, composição e 

proporção estão descritos na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Materiais avaliados com seus respectivos fabricantes, composições e 

proporções  

 

BCR – BioC Repair; NMTA2 – NeoMTA 2; TEO – Thyme Essential Oil (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.SP) 

 

CÁLCULO AMOSTRAL  

O tamanho da amostra para a investigação físico-química e antimicrobiana 

deste estudo foi realizado com base em estudos anteriores com metodologia 

semelhante (Torres et al., 2017; Ochoa-Rodríguez et al., 2019; Zordan‐Bronzel et al., 

2019; Torres et al., 2020b).  O programa G*Power 3.1.7 para Windows (Heinrich-

Heine-Universitat Dusseldorf, Dusseldorf, Alemanha) foi utilizado para o cálculo 

Materiais Fabricante Composição Proporções Antimicrobiano 

BCR 
Angelus, 
Londrina, 

Paraná, Brasil 

 

silicatos de cálcio, 
aluminato de cálcio, 

óxido de cálcio, 

óxido de zircônio, óxido 
de ferro, dióxido de 
silício e agente de 

dispersão 

 

Pronto para 
uso 

- 

BCR/TEO 
Angelus, 
Londrina, 

Paraná, Brasil 

 

silicatos de cálcio, 
aluminato de cálcio, 

óxido de cálcio, 

óxido de zircônio, óxido 
de ferro, dióxido de 
silício e agente de 

dispersão 

 

Pronto para 
uso 

Thyme oil 1% 

 

NMTA2 

 

Avalon Biomed, 
Houston, 

Estados Unidos 

Pó: silicato tri/dicálcico, 
óxido de tântalo 

Gel: base aquosa 

 

 

1 g pó: 
0,33mL 
líquido 

 

- 

NMTA2/TEO 

 

Avalon Biomed, 
Houston, 

Estados Unidos 

Pó: silicato tri/dicálcico, 
óxido de tântalo 

Gel: base aquosa 

 

1 g pó: 
0,33mL 
líquido 

 

Thyme oil 1% 
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amostral. O teste ANOVA foi utilizado com um erro do tipo Alpha de 0.05 e poder 

Beta de 0.95. O tamanho do efeito específico para cada variável foi calculado: 2.38 

para tempo de presa, 0.96 para pH e 0.98 para alteração volumétrica. 

 

CÁLCULO PARA CONCENTRAÇÃO DE 1% DO THYME ESSENTIAL OIL (TEO) 

A poncentragem de 1% do TEO (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.SP) foi obtida 

com base na densidade deste óleo, que é de 0.917 g/mL a 25 °C. Desta forma, para 

cada 1 grama de cimento foi adicionado 11 μl de TEO. 

 

Tempo de presa  

Moldes de gesso tipo IV (Durone IV Salmon; Dentsply, Petrópolis, RJ, 

Brasil) com cavidades de 10 mm de diâmetro e 1 mm de profundidade foram 

confeccionados e imersos em água destilada por 24 h em estufa a 37 °C, conforme 

a ISO 6876:2012.  Após esse período, os moldes foram preenchidos com os 

cimentos (n = 6) e mantidos em estufa a 37 °C e umidade de 95%. O tempo de 

presa foi avaliado com base na norma ISO 6876: 2012, utilizando uma agulha 

Gilmore de 100 g com ponta ativa de 2 mm colocada verticalmente sobre a 

superfície do material. O tempo de presa foi determinado considerando o intervalo 

entre a manipulação dos cimentos até quando a agulha não promovesse marcação 

na superfície do material. 

 

pH 

Para o teste de pH, tubos de polietileno (Embramed, São Paulo, SP, Brasil) 

com 10 mm de comprimento e 1.5 mm de diâmetro foram preenchidos com cada 

material (n = 10). Em seguida, cada tubo foi imerso em 10 mL de água destilada e 

deionizada e armazenado em estufa a 37° C. O pH foi avaliado após 1,3, 7, 14 e 21 

dias por meio de pHmetro digital previamente calibrado (Digimed, São Paulo, Brasil) 

a temperatura de 25° C. Foi realizada a troca do líquido de imersão a cada período 

experimental, sendo o grupo controle a água destilada e deionizada.  
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Alteração volumétrica em micro-CT 

Tubos de dentina bovina (n=5) com 4 mm de comprimento, diâmetro 

interno 1,5 mm e espessura das paredes de aproximadamente 1 mm foram 

confeccionados utilizando brocas Gates-Glidden número 5. Após o preparo, os 

espécimes foram imersos em água destilada e armazenados em estufa a 37 °C por 

24 h. Decorridas as 24 h, as cavidades foram preenchidas com os cimentos 

utilizando um kit de condensadores (Ref.: 324501, nºs 2, 3 e 4; Golgran; São 

Caetano do Sul, SP, Brasil) e mantidas em estufa a 37 °C e umidade de 95% por 

três vezes o tempo de presa dos materiais. Em seguida, foram submetidas ao 

escaneamento inicial em micro-CT (Bruker-MicroCT, Kontich, Bélgica), utilizando os 

seguintes parâmetros: resolução de 9 µm, frame 4, filtro de cobre e alumínio, rotação 

180°, 80 kV e 300 uA. Na sequência, as amostras foram imersas em PBS e 

armazenadas em estufa a 37 °C por 7 dias. Decorrido esse período, foi realizado um 

novo escaneamento, utilizando os mesmos parâmetros descritos previamente. As 

imagens obtidas foram reconstruídas com o auxílio do programa NRecon (V1.6.4,7; 

SkyScan, Bélgica) e os parâmetros de correções de artefatos foram definidos 

individualmente para cada material. As imagens reconstruídas em 3D foram 

sobrepostas e registradas nos diferentes períodos utilizando o programa Data 

Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica). Posteriormente, as imagens sobrepostas foram 

analisadas quantitativamente no programa CTAn (V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica). 

Cada espécime foi dividido em duas partes no software CTAn, sendo utilizados os 2 

mm superioes e os 2 mm inferiores de cada amostra para análise da alteração 

volumétrica dos materiais. Também foi realizada uma análise adicional dos 2 mm do 

centro da amostra. Os valores de alteração volumétrica (%) foram determinados 

comparando os valores de volume total de preenchimento das cavidades antes e 

após a imersão.  

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar. 

Cepas de E. faecalis (ATCC 29212) foram cultivadas em Triptic Soy Broth – (TSb), 

semeadas em placas contendo Triptic Soy Ágar e incubada a 37°C por 24 h. Foram 

preparadas suspensões microbianas e ajustadas a uma densidade óptica em 
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espectrofotômetro em OD600 equivalente a 1 x 108 UFC mL-1 para formação dos 

biofilmes.    

Teste de contato direto modificado (TCMD)  

Discos de hidroxiapatita (IF-USP- São Carlos) com 5 mm de diâmetro e 2 

mm de espessura foram esterilizados. Utilizando placas de 24 poços esterilizadas, 

os substratos foram contaminados com 200µL da suspensão de E.faecalis a 1 x 108 

UFC mL-1 e ao final foi adicionado 1,8mL de TSb. Foram realizadas trocas do meio 

de cultura total a cada 24 h. Os biofilmes foram incubados em estufa agitadora a 

37ºC com 80rpm (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos científicos LTDA, Diadema, 

SP, Brasil) durante 7 dias.   

Os eluídos dos materiais foram preparados na concentração de 50mg/mL, 

sendo manipulados e inseridos em tubos falcon com 10 mL de água destilada 

esterilizada e imediatamente misturados em vórtex por 1 min (Modelo Q220, Quimis 

Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) e mantidos em estufa a 37ºC 

durante 48 h. No dia do experimento os discos de hidroxiapatita com biofilme foram 

lavados em PBS e colocados individualmente em um eppendorf de 0,5mL com 

300μL de eluído dos materiais filtrado ( filtro 0,22µm) permanecendo em contato por 

15h. Após este período, cada disco de hidroxiapatita foi colocado em um microtubo 

contendo 1 mL de solução salina esterilizada e pérolas de vidro e em seguida 

agitados em vórtex (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, 

Brasil), por 1 min. Posteriormente, foi realizada diluição decimal seriada e 

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

de Petri contendo meio de cultura de Tryptic Soy ágar. As placas foram incubadas a 

37ºC por 48 h. A contagem de UFC/mL foi realizada e os dados foram submetidos à 

transformação logarítmica (log 10).  

 

Análise estatística 

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e 

apresentaram distribuição normal. Os testes ANOVA e Tukey foram usados para 

comparações entre os grupos e teste t não pareado foi usado para comparações 

entre a extremidade e a parte interna da amostra na análise de alteração 

volumétrica. O nível de significância adotado foi de 5%.  
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RESULTADOS 

Tempo de presa e pH 

A associação do TEO aos cimentos reparadores BCR e NMTA2 não 

alterou o tempo de presa (P>0.05). NMTA2 e NMTA2/TEO apresentaram maior TP 

que BCR e BCR/TEO (P<0.05). 

Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinização nos períodos 

avaliados (1, 3, 7, 14 e 21 dias) em relação ao grupo controle (P<0.05). A adição do 

TEO não alterou pH dos materiais (P>0.05). A maior capacidade de alcalinização foi 

demonstrada por NMTA2 e NMTA2/TEO no período de 1 dia. Não houve diferença 

estatística entre os materiais nos períodos de 3 e 7 dias (P >0.05). No período de 14 

dias NMTA2 apresentou menor potencial de alcalinização quando comparado a 

NMTA2/TEO, BCR e BCR/TEO (P<0.05). No período de 21 dias NMTA2 e 

NMTA2/TEO apresentaram maior potencial de alcalinização que BCR e BCR/TEO 

(P>0.05). 

 

Tabela 2 – Valores de tempo de presa e pH (media e desvio padrão) observados 

para os materiais  

 

TESTE BCR BCR/TEO NMTA2 NMTA2/TEO CONTROLE 

Tempo de presa 102.4 ± 4.89a 113.0 ± 2.64a 283.7 ± 25.84b 292.2 ± 21.27b - 

pH 

1 dia 10.56 ± 0.149a 10.56 ± 0.119a 11.01 ± 0.161b 11.16 ± 0,157b 7.14 ± 0,065c 

3 dias 10,33 ± 0,174a 10,35 ± 0,124a 10,24 ± 0,137a 10,36 ± 0,162a 7,09 ± 0,061b 

7 dias 10,18 ± 0,122 a 10,13 ± 0,101a 10,18 ± 0,132a 10,13 ± 0,091a 6,50 ± 0,150b 

14 dias 10,49 ± 0,163a 10,41 ± 0,242a 10,13 ± 0,184b 10,27 ± 0,172ª 6,53 ± 0,193c 

21 dias 9,79 ± 0,144a 9,72 ± 0,198a 10,04 ± 0,133b 10,08 ± 0,146b 6,29 ± 0,118c 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa (P<0.05) 
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Alteração volumétrica em microCT 

 

A adição de TEO aos materiais não modificou volume dos materiais 

(P>0.05). BCR e BCR/TEO tiveram aumento de volume enquanto NMTA2 e 

NMTA2/TEO tiveram perda de volume. Não houve diferença significativa entre a 

extremidade e parte interna de BCR e BCR/TEO (P>0.05). Entretanto, houve 

diferença significativa entre a extremidade e parte interna para NMTA2 e 

NMTA2/TEO (Figura1) (Tabela 2). 

 

Figura 1 - Reconstruções tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposição do volume dos 
materiais antes (vermelho) e após (verde) imersão em PBS por 7 dias. Áreas densas em verde 
indicam ganho de volume, enquanto áreas em vermelho indicam perda de volume. 

 

Tabela 3 - Média e desvio padrão do percentual de alteração volumétrica dos 

materiais reparadores após o período de sete dias de imersão em PBS.  

 

 BCR BCR/TEO NMTA2 NMTA2/TEO 

Extremidade 0,198 ± 0,164aA 0,380 ± 0,161aA -0,787 ± 0,143bA -0.724 ± 0, 179bA 

Parte interna 0,211 ±0,097aA 0.237 ± 0,143aA -0,546 ± 0,146bB -0,364 ± 0,099bB 
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*Diferentes letras minúsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferença estatística entre os 
grupos (P<0.05). Diferentes letras maiúsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferença 
estatística (P<0.05). 

 

Atividade antimicrobiana 

Todos os materiais apresentam atividade antimicrobiana contra E. faecalis 

quando comparados com o controle (P<0.05). Houve diferença significativa entre os 

materiais associados e não associados ao TEO (P<0.05). BCR/TEO e NMTA2/TEO 

promoveram maior redução de UFC mL-1 (Tabela 3). 

 

Tabela 4 – Média e desvio padrão da atividade antimicrobiana dos materiais 

avaliados, expressos em UFC mL-1 para TCDM em biofilme de E. faecalis, após 15 h 

de contato 

 

 BCR BCR/TEO NMTA2 NMTA2/TEO CONTROLE 

UFC mL-1 3,44± 0,61a 0 ± 0b 3,18 ± 0,36a 0 ± 0b 7,96 ± 0,19c 

*Letras diferentes indicam diferença estatística significativa (P<0.05). Os resultados foram expressos 

em log10. 

 

DISCUSSÃO  

Os cimentos reparadores apresentaram maior atividade antimicrobiana 

quando associados a 1% de Thyme Essential Oil (TEO). Entretanto, TEO não 

interferiu no tempo de presa, pH e alteração volumétrica dos materiais. Sendo assim, 

a hipótese nula deste estudo foi parcialmente aceita. 

Cimentos à base de silicatos de cálcio requerem água para o processo de 

hidratação (Gandolfi et al., 2015). Assim, moldes de gesso foram confeccionados e 

hidratados previamente a inserção dos materias para o teste, com base no 

preconizado pelas normas ISO 6876/2012 para materiais que necessitam de 

umidade para a presa (International Organization for Standartization Dentistry, 2012). 

NMTA2 tem formulação pó-gel com início da hidratação durante a manipulação, o 

que não ocorre com BCR que é pronto para uso e requer umidade dos tecidos 
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adjacentes ou dos discos de gesso confeccionados e hidratados para o teste (Silva 

Almeida et al., 2017; Zordan-Bronzel et al., 2019).  

NMTA2 e NMTA2/TEO apresentam maior tempo de presa que BCR e 

BCR/TEO. NMTA2 apresentou no presente estudo tempo de presa mais longo que o 

relatado para NeoMTA Plus (Quintana et al., 2019; Jiménez-Sánchez et al., 2019). 

Segundo o fabricante, NMTA2 apresenta partículas finas, o que pode explicar o 

maior tempo de presa, uma vez que menores partículas tendem a aumentar o 

processo de endurecimento (Aberg et al., 2013). A incorporação de extratos vegetais 

ao MTA aumentou significativamente o tempo de presa do cimento (Cavenago et al., 

2017). Os resultados do presente estudo sugerem que a adição de TEO não 

interfere na hidratação dos cimentos reparadores.  

A capacidade de alcalinização dos materiais biocerâmicos favorece o 

reparo por tecido mineralizado (Ghilotti et al., 2020; Rodríguez-Lozano et al., 2021), 

além de auxiliar na atividade antimicrobiana (Janini et al., 2021). A hidratação dos 

cimentos hidráulicos promove formação de hidróxido de cálcio, que ao se dissociar 

libera íons hidroxila (Camilleri et al., 2013). A alcalinização do meio é diretamente 

relacionada à atuação sobre a membrana celular microbiana (Samanta et al., 2017). 

No presente estudo BCR e NMTA 2 apresentaram altos valores de pH, corroborando 

com resultados de pH apresentados previamente por NeoMTA Plus e outros 

cimentos reparadores (Quintana et al., 2019; Birant et al., 2021). Além disso, a 

incorporação de 1% de TEO aos cimentos reparadores BCR e NMTA2 não interferiu 

na capacidade de alcalinização com altos valores de pH, mesmo após 21 dias.  

Micro-CT é utilizado para avaliar a alteração volumétrica de cimentos antes 

e após a imersão em fluido por diferentes intervalos de tempo (Torres et al., 2020b). 

NMTA2 e NMTA2/TEO apresentaram maior alteração volumétrica que e BCR puro e 

associado ao TEO, o que pode estar relacionada à solubilidade. Não existem relatos 

na literatura para a solubilidade de BCR e NMTA2. Entretanto, maior solubilidade foi 

observada para NeoMTA Plus (Quintana et al., 2019; Jimenez-Sánchez et al., 2019), 

o que poderia justificar a perda volumétrica para o material.  Porém, nossos 

resultados mostraram que todos os materiais apresentaram alteração de volume 

menor que 1% após a imersão em PBS por 7 dias, o que sugere estabilidade 

volumétrica, corroborando com estudo anterior onde extratos vegetais foram 
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adicionados ao MTA sem modificar a alteração volumétrica do material (Cavenago et 

al., 2017) 

O armazenamento de espécimes em PBS reduz a solubilidade e alteração 

volumétrica de cimentos à base de silicatos de cálcio (Torres et al., 2020c), 

corroborando com o aumento volumétrico observado para BCR em nosso estudo. 

Menor alteração volumétrica da parte interna em comparação à extremidadade foi 

observado para NMTA2 podendo ser relacionado com a solubilidade após contato 

com a solução, o que não ocorre na parte interior da amostra.  

A atividade antimicrobiana de um biomaterial reparador é desejável uma 

vez que não é possível controlar microrganismos presentes nas infecções 

endodônticas persistentes (Bedran et al., 2020; Gabrielli et al., 2021). Dessa forma, é 

relevante avaliar a ação antimicrobiana de cimentos reparadores contra biofilmes de 

microrganismos resistentes como a E. faecalis (Jacob et al., 2020; Janini et al., 

2021). Os microrganismos organizados em biofilmes são mais resistentes 

(Swimbherge et al., 2019). O teste de contato direto modificado (TCDM) foi realizado 

após a formação de biofilme sobre discos de hidroxiapatita. NeoMTA Plus foi 

avaliado por esta metodologia, entretanto, não foi efetivo sobre biofilme mono e dual 

espécie de E.faecalis e C.albicans (Jacob et al., 2020). Não existem relatos na 

literatura sobre atividade antimicrobiana de BCR e NMTA2. Nossos resultados 

mostraram que todos os materiais apresentaram atividade antimicrobiana contra E. 

faecalis quando comparados ao grupo controle. 

O aumento da resistência bacteriana tem conduzido ao uso de substâncias 

naturais com atividade antimicrobiana (Salehi et al., 2018). TEO apresentou controle 

efetivo em biofilmes polimicrobianos compostos por C. albicans com S. aureus, E. 

faecalis, S. mutans ou P. aeruginosa (Semeniuc et al., 2017). O presente estudo 

demonstra maior redução de UFC do biofilme para Bio-C Repair e NeoMTA2  

associados ao TEO. Dessa maneira, Thyme Essential Oil representa uma alternativa 

para novas formulações de cimentos reparadores de silicatos de cálcio com maior 

potencial antimicrobiano. 
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CONCLUSÃO 

A adição do Thyme Essential Oil não interfere no tempo de presa, pH e 

alteração volumétrica dos cimentos Bio-C Repair e NeoMTA2. Ainda, a associação 

ao Thyme Essential Oil promoveu maior atividade antimicrobiana contra E. faecalis. 
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3.2 Publicação 2 * 

 

Efeito da adição de Thyme Essential Oil nas propriedades físico-químicas e atividade 
antimicrobiana de cimentos obturadores biocerâmicos 

 

RESUMO  

 

Objetivo: Avaliar propriedades físico-químicas e atividade antimicrobiana dos 

cimentos biocerâmicos Bio-C Sealer (BCS, Angelus, Paraná, Brasil) e BioRoot RCS 

(BR, Septodont, Saint-Maur-des Fosses, França) associados ou não a 1% de Thyme 

Essential Oil (TEO). Material e métodos: Tempo de presa foi avaliado de acordo 

com a ISO 6876:2012. pH foi avaliado após imersão dos materiais em água 

deionizada nos períodos de 1, 3, 7, 14 e 21 dias. Alteração volumétrica foi avaliada 

utilizando microtomografia computadorizada (micro-CT). A capacidade 

antimicrobiana foi avaliada pelo teste de contato direto modificado (TCDM) sobre 

biofilmes de Enterococcus faecalis formados sobre discos de hidroxiapatita. Os 

resultados foram submetidos a testes de normalidade seguido de ANOVA e Tukey 

(P<0.05).  Resultado: TEO não alterou o tempo de presa dos cimentos (P>0.05). 

Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinização nos períodos avaliados, 

em relação ao controle (P<0.05), apresentando diferença significativa apenas para 

BR no período de 14 dias (P<0.05). BR/TEO demonstrou menor alteração 

volumétrica que BR (P>0.05). BCS/TEO e BR/TEO apresentaram maior atividade 

antimicrobiana de E. faecalis (P<0.05). Conclusão: A adição de Thyme Essential Oil 

aos cimentos Bio-C Sealer e BioRoot RCS aumentou a atividade antimicrobiana de 

E. faecalis, podendo ser uma alternativa para melhorar a atividade desses materiais. 

 

Palavras chaves: Ação antimicrobiana, Endodontia, Propriedades físicas e 

químicas, Silicatos de cálcio, Óleo essencial, Thyme Oil 

 

 
* Redigido de acordo com as normas do Journal of Endodontics, periódico para o qual será 
submetido. 
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INTRODUÇÃO 

Cimentos obturadores biocerâmicos são desenvolvidos por apresentarem 

biocompatibilidade e potencial bioativo favorecendo o processo de reparo (1,2,3). 

Bio-C Sealer (Angelus, Paraná, Brasil) é um cimento endodôntico pronto para uso á 

base de silicatos de cálcio, óxidos de cálcio e óxido de zircônio. Bio-C Sealer é 

biocompatível e apresenta potencial bioativo (4), além de pH, tempo de presa, 

escoamento, radiopacidade, e alteração volumétrica adequados. Entretanto, 

demonstrou alta solubilidade (5). O material demonstra capacidade de alcalinização, 

o que pode favorecer sua atividade antimicrobiana (5). 

BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des Fosses, França) é um cimento 

pó-líquido à base de silicato tricálcico (6). O pó contém silicato tricálcico, povidona e 

óxido de zircônio e o líquido solução aquosa de cloreto de cálcio e policarboxilato. 

BioRoot RCS apresenta pH, tempo de presa e porosidade adequados, entretanto, 

apresenta solubilidade acima do recomendado pela norma ISO (7). BioRoot RCS 

promove alcalinização, apresenta propriedades antimicrobianas (8) e 

citocompatibilidade (9). 

A obturação dos canais radiculares visa o selamento do sistema de canais 

radiculares controlando microrganismos residuais (10). Enterococcus faecalis é o 

microrganismo mais encontrado em infecções persistentes (11), sendo desejável 

que os materiais endodônticos sejam capazes de controlar microrganismos 

resistentes (12). Óleos essenciais são utilizados devido às suas propriedades 

antibacterianas, antifúngicas e anti-inflamatórias (13), e também por não permitirem 

que os microrganismos desenvolvam resistência (14). O Thyme Essential Oil (TEO) 

é um óleo essencial, composto principalmente por timol e carvacrol (13) que 

demonstra atividade antimicrobiana contra biofilmes de microrganismos 

frequentemente encontrados em infecções endodônticas (13,15,16). Dentifrício 

dental associado ao TEO, demonstrou atividade antimicrobiana contra 

microrganismos comumente encontrados na cavidade oral, como a E. faecalis, 

Streptococcus mutans, S. oralis, S. sanguinis e S. salivarius (17). Cimento 

experimental contendo óleo de copaíba demonstrou propriedades físico-químicas 

satisfatórias, capacidade de inibir biofilme e citocompatibilidade (18). Entretanto, 

ainda não há relatos na literatura da associação de TEO a cimentos obturadores 

biocerâmicos com o propósito de melhorar a propriedade antimicrobiana.  
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O objetivo deste estudo foi avaliar tempo de presa, pH, alteração 

volumétrica e atividade antimicrobiana dos cimentos obturadores Bio-C Sealer e 

BioRoot RCS puros e associados ao TEO. A hipótese nula foi que a adição do TEO 

não altera as propriedades dos materiais avaliados. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os materiais avaliados com seus respectivos fabricantes, composição e 

proporção estão descritos na Tabela 1 
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Tabela 1 – Materiais, composições e proporções 

Materiais Fabricante Composição Proporções Antimicrobiano 

BCS 

Angelus, 
Londrina, 
Paraná, 
Brasil 

 

Silicatos de cálcio, 
Aluminato de cálcio, 

Óxido de cálcio, Óxido 
de zircônio, Óxido de 

ferro, Dióxido de silício e 
Agente de dispersão. 

 

Pronto para 
uso 

- 

BCS/ TEO 

Angelus, 
Londrina, 
Paraná, 
Brasil 

 

Silicatos de cálcio, 
Aluminato de cálcio, 

Óxido de cálcio, Óxido 
de zircônio, Óxido de 

ferro, Dióxido de silício e 
Agente de dispersão. 

Pronto para 
uso 

Thyme oil 1% 

BRT 

Septodont, 
Saint-Maur-
des-Fossés, 

França 

 

Pó: Silicato tricálcico, 
óxido de zircônio, 

povidona 

Líquido: cloreto de cálcio 
dihidratado, 

areo e polímero 
hidrossolúvel 

 

1g pó: 6 
gotas líquido 

 

- 

BRT/TEO 

Septodont, 
Saint-Maur-
des-Fossés, 

França 

 

Pó: Silicato tricálcico, 
óxido de zircônio, 

povidona 

Líquido: cloreto de cálcio 
dihidratado, 

areo e polímero 
hidrossolúvel 

1g pó: 6 
gotas líquido 

 

Thyme oil 1% 

BCS – BioC Sealer; BRT – BioRoot RCS; TEO – Thyme Essential Oil (Sigma-Aldrich Brasil Ltda). 
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CÁLCULO AMOSTRAL  

 

O tamanho da amostra para a investigação físico-quÍmica e antimicrobiana 

deste estudo foi realizado com base em investigações anteriores com metodologia 

semelhante (19,20,21,22). O programa G*Power 3.1.7 para Windows (Heinrich-

Heine-Universitat Dusseldorf, Dusseldorf, Alemanha) foi utilizado para o cálculo 

amostral. O teste ANOVA foi utilizado com um erro do tipo Alpha de 0,05 e poder 

Beta de 0,95. O tamanho do efeito específico para cada variável foi calculado: 2,38 

para tempo de presa, 0,96 para pH, 0,98 para alteração volumétrica. 

 

CÁLCULO PARA CONCENTRAÇÃO DE 1% DO THYME ESSENTIAL OIL (TEO) 

 

A poncentragem de 1% do TEO (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.SP) foi realizado 

com base na densidade deste óleo, que é de 0.917 g/mL a 25 °C. Desta forma, para 

cada 1 grama de cimento foi adicionado aproximadamente 11 μl de TEO. 

 

Tempo de presa  

Moldes de gesso tipo IV (Durone IV Salmon; Dentsply, Petrópolis, RJ, 

Brasil) com cavidades de 10 mm de diâmetro e 1 mm de profundidade foram 

confeccionados e armazenados em água destilada por 24 h em estufa a 37 °C, 

conforme a ISO 6876:2012. Após esse período, os moldes foram preenchidos com 

os cimentos (n = 6) e mantidos em estufa a 37 °C e umidade de 95% durante todo o 

experimento, sendo retirados apenas para as análises. O tempo de presa foi 

avaliado utilizando uma agulha Gilmore de 100 g com ponta ativa de 2 mm colocada 

verticalmente sobre a superfície do material. O tempo de presa foi determinado 

considerando o intervalo entre a manipulação dos cimentos até quando as marcas 

da agulha não pudessem mais ser observadas na superfície do material. 
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pH 

Para o teste de pH, tubos de polietileno (Embramed, São Paulo, SP, Brasil) 

com 10 mm de comprimento e 1.5 mm de diâmetro foram preenchidos com cada 

material (n = 10). Em seguida, cada tubo foi imerso em 10 mL de água destilada e 

deionizada e armazenado em estuda a 37° C.  O pH foi avaliado em períodos 

experimentais diferentes (1, 3, 7, 14 e 21 dias) com pHmetro digital previamente 

calibrado (Digimed, São Paulo, Brasil) a temperatura de 25° C. O líquido de imersão 

foi trocado a cada período experimental, sendo o grupo controle a água destilada e 

deoionizada.  

 

Alteração volumétrica em micro-CT 

Tubos de dentina bovina (n=5) medindo 4 mm de comprimento, diâmetro 

interno 1,5 mm e espessura das paredes de aproximadamente 1,0 mm foram 

confeccionados. Posteriormente, os espécimes foram imersos em água destilada e 

armazenados em estufa a 37 °C por 24 h. Decorridas as 24 h, as cavidades foram 

preenchidas com os cimentos utilizando um kit de condensadores (Ref.: 324501, nºs 

2, 3 e 4; Golgran; São Caetano do Sul, SP, Brasil) e mantidas em estufa a 37 °C e 

umidade de 95% por três vezes o tempo de presa dos materiais. Em seguida, foram 

submetidas ao escaneamento inicial em micro-CT (Bruker-MicroCT, Kontich, 

Bélgica), utilizando os seguintes parâmetros: resolução de 9 µm, frame 4, filtro de 

cobre e alumínio, rotação 180°, 80 kV e 300 uA. Na sequência, as amostras foram 

imersas em PBS e armazenadas em estufa a 37 °C por 7 dias. Decorrido esse 

período, foi realizado um novo escaneamento, utilizando os mesmos parâmetros 

descritos previamente. As imagens obtidas foram reconstruídas com o auxílio do 

programa NRecon (V1.6.4,7; SkyScan, Bélgica) e os parâmetros de correções de 

artefatos foram definidos individualmente para cada material. As imagens 

reconstruídas em 3D foram sobrepostas e registradas nos diferentes períodos 

utilizando o programa Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica). Posteriormente, as 

imagens sobrepostas foram analisadas quantitativamente no programa CTAn 

(V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica). Cada espécime foi dividido em duas partes, sendo 

utilizado os 2mm superiores e 2 mm inferiores de cada amostra para análise da 

alteração volumétrica dos materiais. Também foi realizada uma análise adicional dos 

2 mm do centro da amostra. Os valores de alteração volumétrica (%) foram 
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determinados comparando os valores de volume total de preenchimento das 

cavidades antes e após a imersão.  

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar. 

Cepas de E. faecalis (ATCC 29212) foram cultivadas em Triptic Soy Broth – (TSb), 

semeadas em placas contendo Triptic Soy Ágar e incubada a 37°C por 24 h. Foram 

preparadas suspensões microbianas e ajustadas a uma densidade óptica em 

espectrofotômetro em OD600 equivalente a 1 x 108 UFC mL-1 para formação dos 

biofilmes.    

Teste de contato direto modificado (TCMD)  

Discos de hidroxiapatita (IF-USP- São Carlos) com 5 mm de diâmetro e 2 

mm de espessura foram esterilizados. Utilizando placas de 24 poços esterilizadas, 

os substratos foram contaminados com 200µL da suspensão de E.faecalis a 1 x 108 

UFC mL-1 e ao final foi adicionado 1,8mL de TSb. Foram realizadas trocas do meio 

de cultura total a cada 24 h. Os biofilmes foram incubados em estufa agitadora a 

37ºC com 80rpm (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos científicos LTDA, Diadema, 

SP, Brasil) durante 7 dias.   

Os eluídos dos materiais foram preparados na concentração de 50mg/mL, 

sendo manipulados e inseridos em tubos falcon com 10 mL de água destilada 

esterilizada e imediatamente misturados em vórtex por 1 min (Modelo Q220, Quimis 

Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil) e mantidos em estufa a 37ºC 

durante 48 h. No dia do experimento os discos de hidroxiapatita com biofilme foram 

lavados em PBS e colocados individualmente em um eppendorf de 0,5mL com 

300μL de eluído dos materiais filtrado ( filtro 0,22µm) permanecendo em contato por 

15h. Após este período, cada disco de hidroxiapatita foi colocado em um microtubo 

contendo 1 mL de solução salina esterilizada e pérolas de vidro e, em seguida, 

agitados em vórtex (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, 

Brasil) por 1 min. Posteriormente, foi realizada diluição decimal seriada e 

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

de Petri contendo meio de cultura de Tryptic Soy ágar. As placas foram incubadas a 
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37ºC por 48 h. A contagem de UFC/mL foi realizada e os dados foram submetidos à 

transformação logarítmica (log 10).  

 

Análise estatística 

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e 

apresentaram distribuição normal. Os testes ANOVA e Tukey foram usados para 

comparações entre os grupos e teste t não pareado foi usado para comparações 

entre a extremidade e a parte interna da amostra na análise de alteração 

volumétrica. O nível de significância adotado foi de 5%.  

 

RESULTADOS 

 

Tempo de presa 

Os materiais avaliados puros e associados ao TEO não demonstraram 

diferença estatística significante para o tempo de presa, com exceção de BCS 

quando comparado ao BR/TEO (P<0.5) (Tabela 1). 

 

pH 

Os materiais mostraram capacidade de alcalinização nos períodos 

avaliados em relação ao controle (P<0.05). A adição do TEO mostrou diferença 

significativa apenas para BR no período de 14 dias (P<0.05). Nos períodos de 7 e 21 

dias BCS e BCS/TEO mostraram menor pH que BR e BR/TEO (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 



35 

 

Tabela 2 – Valores de tempo de presa (min) e pH (média e desvio padrão) 

observados para os materiais nos diferentes períodos 

TESTE BCS BCS/TEO BR BR/TEO CONTROLE 

Tempo de presa  201.4 ± 14.9a 194 ± 17.24a,b 181 ± 11,54a,b 176 ± 11.74b - 

pH 

1 dia 11,04 ± 0,112a 10,98 ± 0,269a 10,84 ± 0,053ª,b 10,80 ± 0,079a,b 6,98 ± 0,170c 

3 dias 10,69 ± 0,064a 10,55 ± 0,130a 10,55 ± 0,140a 10,45 ± 0,173a,b 6,73 ± 0,111c 

7 dias 10,73 ± 0,104a 10,72 ± 0,117a 10,20 ± 0,257b 10,44 ± 0,346b 6,66 ± 0,042c 

14 dias 10,17 ± 0,320a 10,37 ± 0,326a 9,60 ± 0,343b 10,05 ± 0,503ª 6,32 ± 0,078c 

21 dias 9,99 ± 0,214a 10,27 ± 0,210a 10,16 ± 0,201b 10,15 ± 0,338b 6,28 ± 0,135c 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa (P<0.05) 

 

Alteração volumétrica  

BR e BR/TEO mostraram aumento de volume enquanto BCS e BCS/TEO 

tiveram perda de volume. Não houve diferença significativa entre BCS e BCS/TEO 

(P>0.05). Houve diferença significativa entre BR e BR/TEO (P<0.05), pois a adição 

do óleo diminuiu a alteração volumétrica. Também foi possível observar diferença 

significativa ao comparar as extremidades com a parte interna das amostras para 

todos os materiais associados ou não ao TEO (P<0.05). A parte interna das 

amostras apresentou menor alteração volumétrica. 
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Figura 1 - Reconstruções tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposição do volume dos 
materiais antes (vermelho) e após (verde) imersão em PBS por 7 dias. Áreas densas em verde 
indicam ganho de volume, enquanto áreas em vermelho indicam perda de volume. 

 

Tabela 3 - Média e desvio padrão do percentual de alteração volumétrica dos 

materiais reparadores após o período de sete dias de imersão em PBS. 

 BCS BCS/TEO BR BR/TEO 

Extremidade -0,334 ± 0,061cA -0,424 ± 0,097cA 0,609 ± 0,192aA 0.288 ± 0,102bA 

Parte interna -0,240 ±0,009cB -0.267 ± 0,073cB 0,381 ± 0,180aB 0,143 ± 0,080bB 

*Diferentes letras minúsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferença estatística entre os grupos (P < 

0.05). Diferentes letras maiúsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferença estatística na mesma coluna 

(P < 0.05). 

 

Atividade antimicrobiana 

Todos os materiais demonstraram atividade antimicrobiana contra E. 

faecalis quando comparados com o controle (P < 0.05). Houve diferença significativa 

entre os materiais associados e não associados ao TEO (P < 0.05). BCS/TEO e 

BR/TEO mostraram maior redução de UFC mL-1.  

 

Tabela 4 – Média e desvio padrão da atividade antimicrobiana dos materiais 

avaliados, expressos em UFC mL-1 para TCDM em biofilme de E. faecalis, após 15 h 

de contato 

 

 BCS BCS/TEO BR BR/TEO CONTROLE 

UFC mL -1 3,44± 0,61a 0 ± 0b 3,18 ± 0,36a 0 ± 0b 7,96 ± 0,19c 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa (P < 0.05). Os resultados 

foram expressos em log10. 
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DISCUSSÃO  

A adição de Thyme Essential Oil (TEO) não alterou tempo de presa e pH 

dos cimentos biocerâmicos Bio-C Sealer (BCS) e BioRoot RCS (BR). Entretanto, 

reduziu a ateração volumétrica de BR e aumentou a atividade antimicrobiana dos 

biomateriais contra E. faecalis. Sendo assim, a hipótese nula deste estudo foi 

parcialmente aceita. 

BCS apresentou maior tempo de presa que BR, enquanto BR/TEO 

demonstrou os menores valores. Resultados de tempo de presa do presente estudo 

para BCS concordam com estudo de Zordan-Bronzel et al. (5). Entretanto, nossos 

resultados para BR mostram maiores valores para tempo de presa que outros 

estudos que empregaram discos metálicos para o teste (23,24). A hidratação do BR 

tem início na manipulação com a incorporação do líquido ao pó, enquanto o BCS 

necessita da umidade contida nos túbulos dentinários ou no modelo de teste in vitro 

(25). Embora apresentem diferentes mecanismos de hidratação, BCS e BR sem 

adição de TEO demonstraram tempos de presa semelhantes.  

A estabilidade volumétrica dos cimentos endodônticos contribui para a 

manutenção do selamento diminuindo o insucesso do tratamento (26,27). A adição 

de TEO não interferiu na alteração volumétrica de BCS, que demonstrou perda de 

volume menor que 1% após imersão em PBS por 7 dias, conforme já relatado (28). 

BR apresenta capacidade de absorver água (7), o que pode ser relacionado ao 

aumento volumétrico observado. Entretanto, BR/TEO obteve um ganho de volume 

significativamente menor que BR, sugerindo que o TEO reduziu a capacidade de 

absorção de água pelo material. Além disso, houve diferença significativa ao 

comparar os resultados obtidos para as extremidades e o centro da amostra de 

todos os materiais, o que pode ser relacionado ao contato direto com o PBS nas 

extremidades resultando em solubilização ou captação de fluídos, o que não ocorre 

no material contido no centro do tubo. 

A atividade antimicrobiana dos cimentos biocerâmicos pode ser 

relacionada à sua capacidade de liberação de íons hidroxila durante o processo de 

hidratação (2,3). Os resultados do presente estudo demonstraram que todos os 

materiais, associados ou não ao TEO, apresentam capacidade de alcalinização do 

meio, o que corrobora com outros estudos (5,7,8). O pH acima de 9 inativa enzimas 

da membrana celular das bactérias (2).  
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O teste de contato direto modificado (TCDM) permite a avaliação do efeito 

antimicrobiano de materiais endodônticos sobre microrganismos organizados em 

biofilme (12). O presente estudo avaliou os materiais em contato direto com o 

biofilme produzido sobre discos de hidroxiapatita. A avaliação de MTA Fillapex 

(Angelus, Paraná, Brasil) e TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire SA, La Chaux-de-

Fonds, Switzerland) empregando metodologia similar demonstrou atividade 

antimicrobiana (22,29).  

Todos os materiais avaliados neste estudo demonstraram atividade 

antimicrobiana quando comparados ao controle. BCS e BR apresentam alguma 

atividade antimicrobiana contra E. faecalis (30,31). Entretanto, há uma constante 

busca por substâncias que melhorem a ação antimicrobiana dos cimentos 

endodônticos (32) que inclui substâncias naturais com propriedades antimicrobianas 

(33) que não promovem aumento da resistência antimicrobiana. TEO apresenta 

controle efetivo em biofilmes polimicrobianos com microrganismos comumente 

encontrados na microbiota oral (34). TEO misturado ao óxido de zinco no preparo da 

pasta para obturação de dentes decíduos demonstrou melhor ação antimicrobiana 

contra S. aureus, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa quando comparado ao óxido de 

zinco misturado ao eugenol (35). BCS/TEO e BR/TEO apresentaram maior atividade 

antimicrobiana de E. faecalis. Estes resultados sugerem um efeito adicional do TEO 

à ação antimicrobiana dos cimentos de silicatos de cálcio. O efeito adicional 

proporcionado pelo TEO pode ser justificado pela capacidade de romper a 

membrana lipídica levando a morte da bactéria (14). 

No presente estudo os cimentos associados ao TEO promoveram uma 

maior redução de UFC-1 de E. faecalis. Este resultado pode representar uma 

alternativa para novas formulações visando aumentar a atividade antimicrobiana de 

cimentos obturadores de silicatos de cálcio.  

  

CONCLUSÃO 

Considerando a metodologia utilizada, a adição de Thyme Essential Oil aos 

cimentos Bio-C Sealer e BioRoot RCS não interferiu no tempo de presa e pH, e 

reduziu a alteração volumétrica do BioRoot. A adição de Thyme Essential Oil aos 

cimentos aumentou a atividade antimicrobiana contra E. faecalis. 
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4 DISCUSSÃO   

 

Há uma busca constante por substâncias que sejam capazes de melhorar 

a ação antimicrobiana de materiais endodônticos54. Os óleos essenciais possuem 

mecanismos que não permitem o desenvolvimento de resistência bacteriana55. O 

Thyme Essential Oil (TEO) é uma substância natural que apresenta ação 

antimicrobiana contra microrganismos endodônticos presentes em infecções  

persistentes56-58. Sendo assim, foi realizado a incorporação de 1% de TEO aos 

cimentos BioC Repair (BCR), NeoMTA 2 (NMTA2), BioC Sealer (BCS) e BioRoot 

RCS (BR) com o objetivo de verificar a ação antimicrobiana dessa associação.  

Com base nos resultados do presente estudo, a incorporação de TEO não 

alterou o tempo de presa e pH dos cimentos à base de silicatos de cálcio 

reparadores e obturadores. É importante avaliar as propriedades físicas dos 

materiais uma vez que alterações na sua composição podem modificar suas 

propriedades e, consequentemente, alterar seu comportamento e sua resposta 

bioativa17. Em relação a alteração volumétrica não houve interferência para os 

cimentos reparadores, no entanto, apresentou diferença significativa entre BR e 

BRT/TEO.  

NMTA2 puro e associado apresentaram maior tempo de presa que BCR 

puro e associado ao TEO. Em relação aos materiais obturadores, BCS apresentou 

tempo de presa mais longo que BRT/TEO. NMTA2 e BRT são materiais 

apresentados na forma pó-líquido. É importante levar em consideração que as 

proporções utilizadas na manipulação desses cimentos podem alterar suas 

propriedades físico-químicas59, diferente de BCR e BCS que são materiais prontos 

para uso. Cimentos à base de silicatos de cálcio requerem água para o processo de 

hidratação60. Diante disso, moldes de gesso foram confeccionados e hidratados 

previamente a inserção dos materias para o teste, com base no preconizado pelas 

normas ISO 6876/2012 para materiais que necessitam de umidade para a presa. 

Os cimentos obturadores devem preencher ramificações, irregularidades e 

espaços entre os cones de guta percha e a dentina53, promovendo selamento do 

sistema de canais radioculares. A estabilidade volumétrica é de extrema importância 

para o tratamento endodôntico, uma vez que a alteração da mesma pode propiciar 

uma reinfecção levando a falhas do tratamento47,61. A adição de TEO não interferiu 
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na alteração volumétrica de BCR, NMTA2 e BCS, entretanto, reduziu 

significativamente o ganho de volume para BR/TEO. Para todos os grupos a 

alteração volumétrica foi menor que 1%. Além disso, houve diferença significativa ao 

comparar os resultados da análise das extremidades e do centro da amostra, o que 

pode ser explicado devido ao fato de o centro não estar em contato direto com o 

meio de imersão. Dessa forma, o centro não sofre solubilização ou não possui a 

mesma capacidade de absorver fluídos como o material presente nas extremidades. 

Ainda que os cimentos à base de silicatos de cálcio apresentem potencial 

de alcalinização do meio, esta propriedade por si só não é capaz de eliminar 

completamente microrganismos residuais que podem levar a uma reinfecção20,62. 

Neste estudo todos os materiais, sejam eles obturadores ou reparadores, 

apresentaram potencial de alcalinização do meio, corroborando com estudos 

prévios16,21,25. 

O TCDM pode ser utilizado para a avaliação da atividade antimicrobiana de 

cimentos obturadores e reparadores. Neste estudo o biofilme foi induzido sobre 

discos de hidroxiapatita e posteriormente colocado em contato com suspensões dos 

materiais. Estudos prévios mostraram que NeoMTA Plus não foi efetivo contra 

biofilmes mono e dual espécie de E. faecalis e C. albicans18. Não existem estudos 

na literatura que avaliaram a atividade antimicrobiana de NMTA2 e BCR, contudo, no 

presente estudo demonstraram apresnetar propriedade antimicrobiana. BCS e BR 

também demonstraram atividade antimicrobiana corroborando com resultados já 

relatados na literatura22,23,26.  

O aumento da resistência bacteriana tem conduzido o uso de susbstâncias 

naturais com propriedades antimicrobianas63. TEO apresenta controle efetivo contra 

biofilmes polimicrobianos compostos por C. albicans com S. aureus, E. faecalis, S. 

mutans ou P. aeruginosa42. Em estudo prévio, TEO foi usado como substituto do 

eugenol na manipulação de pasta endodôntica para obturação de dentes decíduos e 

demonstrou boa ação antimicrobiana contra S. aureus, E. faecalis, E. coli e P. 

aeruginosa64. Nossos resultados mostraram que a adição de TEO representou um 

efeito adicional na redução de UFC-1 de E. faecalis para os cimentos reparadores e 

obturadores. 

Diante da impossibilidade de eliminar completamente os microrganismos 

contidos nos canais radiculares54, é desejável que os cimentos apresentem atividade 
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antimicrobiana34. Neste sentido, a incorporação de TEO resultou em melhor 

atividade antimicrobiana destes biomateriais, sendo uma alternativa promissora para 

novas formulações.   
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5 CONCLUSÃO  

 

Publicação 1 – A adição do Thyme Essential Oil não interfere no tempo de 

presa, pH e alteração volumétrica dos cimentos Bio-C Repair e NeoMTA2. Ainda, a 

associação ao Thyme Essential Oil promoveu maior atividade antimicrobiana contra 

E. faecalis. 

 

Publicação 2 – Considerando a metodologia utilizada, a adição de Thyme 

Essential Oil aos cimentos Bio-C Sealer e BioRoot RCS não interferiu no tempo de 

presa e pH, e reduziu a alteração volumétrica do BioRoot. A adição de Thyme 

Essential Oil aos cimentos aumentou a atividade antimicrobiana contra E. faecalis. 
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APÊNDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA 

 

Cálculo para concentração de 1% do Thyme Essential Oil (TEO) 

 

O cálculo para chegar a poncentragem de 1% do TEO foi realizado com 

base na densidade deste óleo, que é de 0.917 g/mL a 25 °C. Inicialmente foi 

calculado a quantidade de óleo necessária para atingir o teor de 1% em 1 g de 

material. Para isto, foi utilizada a seguinte fórmula: 

 

                                                                  

 

 

Em seguida, foi realizado o cálculo para checar a quantidade de óleo 

equivalente a 10 mg utilizando a seguinte equação: 

 

 

 

 

 

 

Desta forma, com base nos cálculos realizados acima, para cada 1 grama 

de cimento foi adicionado aproximadamente 11 μl de TEO. 

 

Tempo de presa 

 

Este teste foi realizado com base na ISO 6876:2012. Moldes de gesso tipo 

IV (Durone IV Salmon; Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil), com uma cavidade de 10 

mm de diâmetro e 1 mm de profundidade foram confeccionados. Em seguida, estes 

moldes foram imersos em água destilada e armazenados em estuda a 37 °C por um 

x = 10 mg 

1 g  ---------------  100% 

x g  ---------------  1 % 

0.917 g --------------- 1mL 

917 mg --------------- 1000 μl 

  10 mg --------------- y        

y = 10,9 μl 
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período de 24 h para sua hidratação. Decorridas as 24 h os moldes foram 

preenchidos deixando a superfície a mais lisa possível para facilitar a visualização 

da marca da agulha durante o teste. As amostras foram mantidas em estuda a 37° C 

com umidade relativa de 95% durante todo o período do experimento, sendo 

retirados apenas para as análises. Para o tempo de presa inicial uma agulha Gilmore 

de 100 g com ponta ativa de 2 mm foi colocada verticalmente sobre a superfície do 

material. A aferição foi realizada até que não houvesse marcação na superfície do 

cimento, sendo determinado o tempo de presa da manipulação até este momento. 

 

Figura 1 – Molde de gesso e aparato de Gilmore 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

pH 

 

Para a avaliação da capacidade de alcalinização do meio, tubos de 

polietileno (Embramed, São Paulo, SP, Brasil) com 10 mm de comprimento e 1,5 

mm de diâmetro (n = 10) foram confeccionados e preenchidos com os cimentos. 

Após o preenchimento cada tubo foi imerso em 10 mL de água destilada e 

deionizada e armazenado em estufa a 37 °C. O pH foi avaliado nos períodos de 1, 3, 

7, 14 e 21 dias. Em cada período avaliado, previamente a mensuração do pH, os 

tubos foram transferidos para novos frascos contendo 10 mL de água destilada e 

deionizada e armazenados novamente em estufa a 37°C. A solução resultante de 

cada um dos frascos nos seus respectivos períodos foi utilizada para a aferição do 
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pH, realizada com pHmetro digital calibrado (Digimed, São Paulo, Brasil). O meio de 

imersão foi trocado a cada período experimental, sendo o pH da água deionizada 

em recipientes sem a imersão de amostras foi utilizado como controle. O pH médio 

de cada grupo em cada período experimental foi calculado após as medições. 

 

Figura 2 – Tubos de polietileno preenchidos e imersos; pHmetro digital 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

Alteração volumétrica em microCT 

 

Após a aprovação da Comissão de Ética de Uso de Animais (CEUA), 

dentes bovinos extraídos (n=5) foram selecionados e radiografias digitais (Kodak 

RVG 6100 Atlanta, GA, USA) foram realizadas para confirmar ausência de 

anomalias. As raízes foram seccionadas transversalmente em máquina de precisão 

de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), obtendo espécimes com 4 

mm. Posteriormente, um único operador previamente calibrado realizou o preparo 

dos canais radiculares utilizando brocas Gates-Glidden número 5 para confecção de 

tubos cilíndricos com diâmetro interno 1,5 mm e espessura das paredes de 

aproximadamente 1,0 mm. Durante todo o preparo, os canais foram inundados com 

solução de NaOCl a 1%. A irrigação final foi realizada com 5 mL de NaOCl 2,5% e 5 

mL de EDTA 17%, por 3 min, seguido de água destilada. Após a confecção foram 
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realizadas radiografias digitais (Kodak RVG 6100 Atlanta, GA, USA) para confirmar 

as dimensões dos tubos preparados. (Figura 3) 

 

Figura 3 – Radiografia digital e mensuração das medidas do tubo de dentina 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

Após o preparo, os espécimes foram imersos em água destilada e 

armazenados em estufa a 37°C por 24 h. Decorridas as 24 h, as cavidades foram 

preenchidas com os cimentos utilizando um kit de condensadores (Ref.: 324501, nºs 

2, 3 e 4; Golgran; São Caetano do Sul, SP, Brasil). Após o preenchimento as 

amostras foram mantidas em estufa a 37°C e umidade relativa por 24 h. Na 

sequência, os espécimes foram submetidos ao escaneamento em microtomografia 

computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica), utilizando os 

seguintes parâmetros: resolução de 9 µm, frame 4, filtro de cobre e alumínio, rotação 

180°, 80 kV e 300 uA. Após o escaneamento das cavidades preenchidas pelos 

materiais, os espécimes foram imersos em PBS (pH 10.4) por 7 dias e mantidos em 

estufa a 37 ºC. Novos escaneamentos foram realizados após este período.  
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A avaliação da alteração volumétrica dos materiais foi realizada pela 

análise quantitativa das amostras, permitindo o cálculo da diferença no volume total 

dos materiais, em mm³, antes e após a imersão. As imagens obtidas foram 

reconstruídas com o auxílio do programa NRecon (V1.6.4,7; SkyScan, Bélgica) e os 

parâmetros foram definidos individualmente para cada material como descrito na 

tabela 1 (Figura 4).   

 

Figura 4 – Definição dos parâmetros para reconstrução das imagens 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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Tabela 1- Parâmetros para reconstrução das imagens no software Nrecon 

Material Beam-hardening Ring Smoothing 

BCR 11 3 1 

BCR/TEO 11 3 1 

NMTA2 21 7 1 

NMTA2/TEO 21 7 1 

BCS 11 3 1 

BCS/TEO 11 3 1 

BRT 21 5 2 

BRT/TEO 21 5 2 

Fonte: Elaboração própria. 

 

As imagens reconstruídas em 3D foram registradas nos diferentes períodos 

utilizando o programa Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) para realizar as 

sobreposições (Figura 5 e 6) e analisadas quantitativamente no programa CTAn 

(V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica) (Figura 7). Cada espécime foi dividido em duas partes 

de 2 mm cada para análise da alteração volumétrica. Também foi realizada uma 

análise adicional dos 2 mm do centro da amostra (Figura 8). Para a análise foram 

considerados os valores obtidos após a presa. As imagens foram analisadas 

quantitativamente no CTAn (V1.15.4.0; SkyScan, Bélgica).  
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Figura 5 – Sobreposição das imagens nos diferentes períodos 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

Figura 6 – Imagens sobrepostas nos diferentes períodos 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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Figura 8 - Imagem representativa da divisão da amostra no software CTAn para análise da 
alteração volumétrica: A, Extremidade e B, Parte interna 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

 

Análise da atividade antimicrobiana 

 

Teste de contato direto modificado (TCDM) 

Foram utilizados como substrato para a formação do biofilme discos de 

hidroxiapatita (Instituto de Física- USP- São Carlos). Previamente ao experimento, 

os discos foram inseridos em tubo de ensaio contendo água destilada, e 

autoclavados a 120ºC por 20 minutos. Para a indução do biofilme, os discos foram 

submersos em TSb (2 mL) contendo 1% do inóculo (1 x 108 UFC mL-1) de E. 

faecalis. O biofilme foi desenvolvido em placa de cultura de 24 poços, em incubadora 

de bancada com agitação orbital (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos científicos 

LTDA, Diadema, SP, Brasil) a 37ºC com 80rpm, o biofilme permaneceu em ambiente 

de micro-aerófilia por 7 dias, com troca do meio de cultura total a cada 24 horas, 
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 O teste de contato direto foi realizado com eluído do cimento fresco 

(50mg/mL). O número de amostras foi de 6 para cada eluido. Os eluídos foram 

preparados na concentração de 50mg/mL em água destilada esterilizada, agitados e 

mantidos em repouso em tubos falcon de 15mL, em estufa a 37oC por 48 horas. Os 

discos de hidroxiapatita foram imersos em tubos tipo eppendorf (500 µL), contendo 

300µL de cada eluído. O grupo controle foi solução salina. Os discos permaneceram 

em contato por 15 horas, em estufa a 37ºC. 

 Decorrido o tempo de contato, os discos de hidroxiapatita que estavam 

em contato com o eluído foram removidos e individualmente inseridos em tubos de 

polietileno tipo eppendorf contendo 1mL de solução salina estéril e pérolas de vidro, 

que foram agitados em vórtex por 1 minuto, com o propósito de permitir a suspensão 

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

alíquotas de 20 µL de cada uma das diluições, foram distribuídas em placas de Petri 

contendo o meio de cultura Tryptic Soy agar (TSa). As placas permaneceram 

incubadas por 48 horas a 37ºC, e após este período foi realizada a contagem de 

UFC/mL e os dados submetidos à transformação logarítmica (log10). 

Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística para determinar a 

normalidade da distribuição amostral e em seguida aos testes estatísticos 

complementares com nível de significância de 5%. 
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ANEXO A – Aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA)
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